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Die gcgenwflrtigcn Verfahren zur Hcrstcllung monoklonaler Antikfirper schlieBen tin das 
Immunisiertn eines Tieres (gewfihnlich einer Ratte bder einer Maus) mit einem Antigen. Die 
Immunisienmg (mit dem Antigen) f&hrt zu der Bildung von Milz-B-Zellen, die Immunglo- 
bulinmolekGle mit hoher Affinxtttt fflr das Antigen sezenrieren. MilzzeUen am einem immu- 
5 nisierten Tier werden dann mit Myelomzellen fusioniert, um unsterblicbe AntikGrper-sezer- 
nierende Hybridomzellen zu bilden. Einzelne Hybridama-Klone werden gescreent zur Identi- 
fizierung jener Zellen, die Immunglobuline herstellen, die gegen em bestixnmtes Antigen 
gericbtet sind. - 

10 ' Qentechnologische Verfahren f&r einzelne Antik dr pcrgene sind vorgeschlagen worden. Zwei 
^ AnsStze ffir gentechnologische Verfehren sind beschrieben: chimto 

gung der KomplementaritMts-bestimmenden Region (CDR). Der einfachste Ansatz, chimfire 
AntikSrper, profitiert von der Tatsache, daB variable und konstante Regionen eines AntikOr- 
peimolekals auf getrennten Exons codiert werden. Durch einfeches Fusionieren der variablen 
15 Region Exons eines rearrangierten (umgelagerten) Maus-Antikflrper-Gens mit Exons der 
humanen konstanten Region Icaxm ein Hybrid-Antikfirper-Gen eifaalten werden (Morrison, 
S.L., et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81, 6851-6855). Das Hauptproblem bei diesem 
Ansatz besteht darin, daB zwar die hochimmunogene Maus Fc-Region eliminiert wird, aber 
. die verbleibendcn Maus Fab-Sequenzen weiterhin immunogen sind (Bruggemann, et aL, 
20 1989, J. Exp. Med., 170, 2153-2157). Der CDR-Obertragungsansatz verwendet Computer- 
. Modelling zum Herstellen eines vollstfindig kOnstlichen Antikdrpers, in dem die einzigen 
P Maussequenzen diejenigen sind, die bei der Antigenbindung beteiligt sind (Riecbmann, L. y et 
al., 1988, Nature, 332, 323-327). Jeder dieser Ansfitze erfordert die voihenge Charakterisie- 
rung eines Nager-monoklonalen AntikOrpers,.goichtet gegen das intere ssi er cn de Antigen und 
25 . beide erfordem die Herstellung einer stabil transfiziertcn Zellinie, die groBe Mengen an gen- 
technisch hergestielltem Antik6rpCTi»oduaert 

. Ein weiterer Ansatz zur Herstellung von menschlichcn AntikOrpcm ist ein Vorschlag, der die 
Herstellung bakterieller Expressionsbibliotheken mh Immunglobnlin cDNA-Sequenzen, ein- 
30 schlieflt (Orlandi, et aL, 1989, Proc. Nad. Acad. Sci. USA, 86, 3833-3837, und Huse, et al., 
1989, Science, 246, 1275-1281). Dieses Verfahren ist anscbeinend nur zur Herstellung von 
AndkOrpetfragmenten, die sich von Mans cDNA-Sequenzen ableiten, verwendet worden. 



In emer Anzahl von Bo^rimeuten 'fat die Vtrwa^^w^t^ za^^^ 
warden, «m die q^rifischaDNA^ 

benotigt wenta (vgL Lewis aid Geilert, 1989. Cell, 59, 585-588). In solchen Bertcbten sind 
« Bl «^S« I ae BM 

dieser Sequel ftrRdcoinb^ 

moduHet wild dun* die Transkripticm tfan«qxmios und Aft, 1985, CeD, 40, 271-281): 
Beichtoi aifolge sM die Se^to 

, ^™AbstaiuIsl^.(Spaeer)y^ 

302, 575-581. Hesse et «L, 1989. Genes in Dev., 3. 1053-1061). Berichten zufolge gescfaieht 
widpmgsvolleRe^ 

mti unterschiedlich bnigen Abstatiashatteaegioiien enflalten. 

Die Hostdhmg transgener Mouse mh verschiedeiien Aiten von Wnglobulii^ ist 
ebenfills berichtet worden. Reananperte Maus-Immurtogtobiilin schwere oder kichte Ket- 
tengene sind ycrimte wdei zum Herstellen tiansgener MBusc. Berichten zufolge sind 
solche Transgene in der.Lage, das Rearrangement endogener Ig-Gene auszuscbliefien; bei- 
spielswdse in Weaver et aL, 1985, Cell, 42, 117-127, Igterias. et al., 1987, Nature, 330, 482- 
484, Storb etaL, 1985. Banbury Reports, 20, 197-207. Neuberger et aL. 1989. Nature! 338. 
350-352. Hagman et aL, 1989, J. Exp. Mot, 169, 1911-1929, «nd Storb, 1989, in Immunol 
globulin Genes, Academic Press, T. Honjo. F.W. Alt und T.H. Rabbitts, Herausgeber, Sehen 
303-326. Wehsrhin sind tunktiondlc reammgierte human Ig-Gene einschliefilich der h oder 
rltonstaiuraReBOT^ 

Proc. NatL Acad. Set USA, 83. 2152-2156\ Nussenzwefe et aL. 1987. Science. 236. 816-819.' 
Im FaH des u reanangiertc schwere Kette^ens wurde der allelische Axisschlufl der endogc 
nmlmmunglobulmgenl^ 

AIlelischerAusscm^gescW . 
ct al., 1989, J. ImnnnioL; 143, 2074-2086 (reanangiertes u (3enkmisteuktX Manzet aL, 1988, 
J. Esp. Med, 168, 1363-1381 (|i Ttogene, denen Tnmanembran-Exons fehlen, veminder^ 
ten nicht das RearrangeiMni enaoscner Gene* Ritchie et al, 1984. Nature. 312, 517-520 und 



Storb ct al., 1986, Immunol. Rev., 89, 85-102 (tansgene Mfiuse, die reammgiertes k Trans- 
gen exprimieren und in der Lage sind, stabile schwere/leicbte Kettenkomplexe zu bilden, 
rearrangierennur endogene x Gene in B-Zellen, die nicht in der Lage sind, koxrekt endogenes 
schwere Rette-Gen zu rearrangieren); mid Manz ct al., 1988, J. Exp. Med., 168, 1363-1381 
(transgene Mfiuse mit k Gen, das die leichte Kette codiert und nicht in der Lage, mit schwe- 
xen Ketten zu kombinieren, zeigen nur ein geringes MaB an allelischem AusschluB); vgl. 
ebenfells Nussenzweig et aL, 1988, Nature, 336, 446-450, Durdik et al., 1989, Proc. Natl. 
Acad Sci. USA, 86, 2346-2350 und Shimizu et al., 1989, Proc. Natl. Acad. ScL USA, 86, 
802CW023. 

Somatische Mutation ist ebenfalls berichtet worden in eihem 15 kb Maus k Genkonstrukt in 
fayperiznmnnisierten transgenen Mftusen (O'Brien et al., 1987, Nature, 326, 405-409, Storb, 
1989, in Immunoglobulin Genes, Academic Press, T. Honjo, F.W. Alt, und T.H. Rabbitts, 
Herausgeber, Seiten 303-326) und iro variablen Teil dnes |i schwere Kette Transgens 
(Dunfflc eteL, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86, 2346-2350). . 

Ig-Gen-Rearrangement (Gen-Urnlagerung) ist, obwohl in Gewebekulturzellen untersucht, in 
transgenen M&usen nicht umflnglich untersucht worden. Nur einige Berichte sind verOffent- 
licht worden, die Reanangement-Versudidconstrukte in M&use eingebracht, beschreiben 
(Buchini et al., 1987, Nature, 326, 409-411 (mcfat-ieairangiertes HGhner X Transgen); 
Goodhart et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84, 4229-4233 (nicht-rearrangiertes 
Kaninchen x Gen) und Bruggemann et al., 1989, Proc NatL Acad. Sci. USA, 86, 6709-6713 
(Hybrid-Maus-human schwere Kette). Die Ergebnisse solcher Experimente variierten jedoch. 
In einigen Fallen sind unvolistSndige oder minimale Rearrangements des Transgens herge- 
stellt worden. 

Aufgrund des Vorbergehenden ist esklar, daB einBedarf an heterologen monoklonalen Anti- 
kOxpem besteht, zJB. Antikflrpern menschlichen Ursprungs, abgeleitet von einer anderen als 
der menschlichen Art So besteht eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung darin, eine Quelle 
f&r monoklonale Antikfliper berehzustellen, die therapeutisch in bestimmten Arten verwendet 
werden kann, fiir die sie bestimmt sind 
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InObaeinstmni^nA 

hergesteUt wenien, die W Lagesind, einen hetaologen Antikfiiper herastellen, vnt einen 

mmschlichcn Antflcflipcr. 



Wctehin berfeht cine Aufgabe daxia. B-ZeDeti sqlcher tamsgener Tiere bereitostellen, die 

zbrExpxesrionteterelogBrAatil^ 

Woden arBeeilstelhi^ 

bcfltimmles Antigen. • 

In Cbereinstinmung mit der yonaehenden Aufgabe ist eine weitere Aufcabe der Erfcdung, 
Hybridomazellen berritmsttDen, die in der Lage sind, solche lieterologen monoklonale, 
AnnlcOiper zu erzeogen. 

Hetaologe, rricht-anangierte und rearrangierte Immunglobulin scnwere und leichte Kette- 
Tiai 1 8geiieM^hierl)eseiaieben(to 

erwfflmten non-humanen transgenen Tiere) ebenso, wie Verfihren aim Zerstoren der endoge- 
nen Immunglobulin Loci in den transgenen Tiercn. 

Es ist eme Auigabe der vbrliegenden Erfindung, Verfabren zum Induzieren der heterology 
Antikoiperim^ 

Eifindungsgemafle ^ Verfihna, werden besdnieb* zum Herstellen eines famunglobuKn 
variable I^on Genseg^-Repertohes, das vawendet werden kann zum Herstellen eines 
odernielnertTerfindungsgeiiiatoTransgene. 

Die hier besprochenen IJtarturstellen werden aufgnmd ibres Offimbarungsgehahes bier 
zitiert. ' • 

Es^diiniafbiiige^esen.d^ 

emshmnmn g ist mit den naehfelgenden Ansprfcben, nurzar Erilntemng dargestelh ist 
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Die Erfindung betrifft ein Immunglobulin (Ig>schwcre Kette-Muu-Locus-Txansgen- 
Konstrukt, um&ssend DNA-Sequenzen, die humane Variable (V)» Diversity (D), Joining (J) 
und konstante Regionen eines humanen Ig-Prbteins codiercn. Diese Scquenzen in operativer 
Weise mit Transkriptions-regulatorischen Sequenzen verbunden und fthig zum in v/vo-Gen- 
5 Rearrangement sind, wenn sie in einem non-humanen transgenen Tier integriert sind, so dafi 
ein rearrangiertes Gen gebildet wird, das em humanes schwere Kette-Polypeptid codiat Das 
Kbnstrukt umfeBt auch erne (i-Klassenwedisel-Donor-Region 5* von einer ix konstanten 
Region und eine humane Y-Klassenwechsel-AkzeptorTegion zwischen der \x konstanten 
Region und einer humanen y konstanten Region. Die Klassenwechsel-Sequenzen sind in ope- 
10 rativer Weise verbunden air Durehffihnmg des Klassenwechsels in vivo und zur Herstellung 
|f deshnmanenyschwereKette-Polypeptids. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung des TransgenrKonstrukts zum Herstellen eines 
transgenen non-humanen Hexes, welches fthig ist, etn bumanes y-scbwere Kette-Polypeptid 
15 als Antwort auf Kontakt mit Antigenen herzustellen. 



In einer weheren Ausftlhrungsform betrifft die Erfindung ein Verfahren bereit zur Herstellung 
eines transgenen non-humanen Tieres, welches flhig ist, ein humanes y-schwere Kette-Poly- 
peptid herzustellen als Antwort auf Kontakt mit Antigen, wobei das Verfahren das funktio- 
20 nelle Zerstdren des endogenen Immnnglobulin-schwere Kette Locus umfeBt und das Ein- 
■ bauen eines erfindungsgemfi&en Transgen-Konstukts in das tierische Genom. Die Erfindung 

schlieBt weiterhin ein die Verwendung der Tiere, erhfiltlich aus diesen Verfahren zur Herstel- 
lung von B-Zellen, die y-Immunglobulin produzieren, wobei das Immunglobulin eine humane 
schwere Kette hat und an ein ausgewflhltes Antigen bindet 

25 

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Herstellung von B-Zellen, die an ein ausge- 
wfihltes Antigen bindendes y-Immunglobulin mit einer humanen schweren Kette herstellen. 
Das Verfahren umfaBt das Immuninsieren eines Tieres, erhfiltlich nach dem vorstehenden 
Verfahren, mit dem Antigen und Softening auf B-ZeUen aus dem Tier, die das Antigen bin- 
30 den. Die Erfindung betrifft weiterhin B-Zellen, erhfiltlich nach dem Verfahren und Hybri- 
doma, erhfiltlich durch Immortalisieitn solcher B-ZeUen, z3. Hybridoma, erhalten durch 
Fusionieren vorstehender B-ZeUen mit Mydoinzellen. Die Erfindung betrifft weiterhin ein 
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Verfahren zum Hcrstcllcn cincs monokldnalen Antikfirpers, um&ssend das Kuhivieren cincs 
solchen Hybridoms. 

In etner writercn Ansffihrangsto betriffi 

B-ZeUen aim Herstellen cincs Hybridoms Oder des eutsprechenden monoklonalen Antikfii* 
pers.Eine\vritercAusffl^^ 
cm ausgewfihtes Antigen bnrfendes y-toinmiglolnito 

send das Immuusiercn cincs Hoes, cAfiMich durch ein wic vorstebend Immunisieren nut 
dem Antigen and das Gewinnen des y-Immimglotmlins aus dem Tier. Transgene Ticrc sind 
nachstchend hesd mrt en, die rcanangierte, nicht-itanangicrtc odcr cine Kombination von 
reanangiertm und nicht-reanangierten heterologen Immnnglobalin scfawere und leichte 
Kette-Transgen in der Keimbahn des transgenen Tieres cnthalteiL Im Fall jedes dcr vorste- 
henden Here werden fu nlrtion cUe reanaugierte heterologe schwere und leicbte Kett©- 
Immunglobulin-Transgcne in B-Zellen des transgenen Tieres gefunden. 

Heterologe schwere und/oder leichte mcht-reairangierte ImmunglobuUn-Transgaie werden in 
eincm mmrhumanen Ticr/^ 

res, das ein schwere und em leicbte Kette-heterologes Immunglobulin-Gen entbfilt oder ein 
intermedifires Her, das das erne oder das andere Transgen entbfilt Nach dem Einbau in die 
Keimbahn solchcr intennedifirer Here bringen Kretramgen zwischen einem cntfaaltead cin 
^ schwere Kette-Transgen und einem entbakend ein leichte Kctte-Transgen ein non-hmnanes 
transgenes Tiff hervor, enthahend sowohl das schwere als auch leichte heterologe fcnmun- 
globulin-Transgene. 

25 Die Transgete schlieBen ein ein schwere Kette-Transgen, um&ssend DN A ^a^^ 
rend ein variables Gensegm^ 

konstante Region-Gengegment Das Immunglobulin leichte Kctte-Transgen umfeBt DNA, die 
mindestens ein variables Gensegment, ein Joimng^jensegment und ein konstante Region- 
Genstgment codiert Die die leichte und schwere Kette^fensegmente axfierenden Genseg- 
mente sind heterolog zu dem non-faumanen transgeoen Tier, weU sie abgelehet sind oder ent- 
sprechend zn EiNA, die Immungtobulin schwere und leichte Kette-Gensegmente codiert. ans 
einer Art, die nicbt dem non-hnmanen transgenen Tier entsprichL Das Transgen kann so Icon- . 
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30 
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struiert werden, daB die einzclnen Gensegmente nicbt-reairangiert shad, cLh. nichl-reanan- 
giert, so daB sie eipe funktionelle Imimmglobulin leichtc oder schwere Kette codicrcn. jSolche 
nicte-rcarrangicrtcii Transgene erlauben die Rekorabination der Gensegmente (fanktionelles 
Rearrangement) und somatische Mutation der entstebenden reanangierten Immunglobulin 
5 schwere und/oder leichte Ketten in dem non-humanen tiansgenen Tier, wenn dieses immuni- 
siert wird mit Antigen. 

Heterologe schwere und leichte Immunglobulin-Transgene kdnnen relativ grofle Fragmente 
nicht-rearrangioter heterologer DNA vm&ssen. Solcbe Fragmente umfassen typischerweise 
10 einen wesentlichen Teil von C, J (und im Fall der schweren Kette, D>Segmenten aus einem 
| heterologen Immunglobulin Locus. Weiteihin um&ssen solcbe Fragmente audi einen 
wesentlichen Teil der variablen Gensegmente. 

Die verschiedenen regulatorischen Sequenzen, z3. Promotoren, Enhancer, Klassenwechsel- 
1 5 regionen, Rekombinationssignale und dergleichen umfassen in einigen Transgen-Konstrukten 
entsprechende Sequenzen, abgeleitet aus heterologer DNA. Alternativ kdnnen solcbe regula- 
torischen Sequenzen in das Transgen eingebaut werden aus derselben oder einer verwandten 
Art des erfindungsgemfifi verwendeten non-humanen Tieres, Beispielsweise k6nnen humane 
ImmunglobuHn-Gensegmente in einem Transgen kombiniert werden mit einer Nager- 
20 Immunglobulin-Enhancer-Sequenz zur Verwendung in einer transgenen Maus. 

' On non-humanes transgenes Tier enthaltend Keimbahn nicht-rearrangierte leichte und 
schwere Immunglobulin-Transgene, die die Verbindung von VDJ wflhrend der B-Zelldiffe- 
renzierung durchmachen, kann immunisiert werden mit einem Antigen zur Induktion der 

25 Herstellung eines heterologen Antikflrpers in einer B-Zelle mit sekundfirem Repertoire. Diese 
Induktion verursacht somatische Mutation in den rearrangierten schwere und/oder leichte 
Kette-Transgenen, enthalten in Primfir-Repertoire B-Zellen zur Herstellung eines heterologen 
Antikftrpers mh hoher Affinitflt und Spezifitfttffir das Antigen. 

30 ■ Soiche AntikSipcr-herstellenden B-Zellen ktanen immortalisiert werden durch Transfonnie- 
rung mit einem Vims, odw mh einem Onkogen-dithaltenden DNA-Konstrukt, oder alterna- 
tiv, immortalisiert werden durch Fusionierung mit einer Myelomzellinie zur Bildung Anti- 



kfliper-sezririer^Hybridwna. hjedemFaQ werden Klonc ausgcwahlt mit ausreichender 
Affinhat tod Spezffitfit ftr ein besonderes Antigen zur Bereitstefcmg einer Quelle ernes 
ntonoHcinalen Anlflrtfcpers init geringer Immunogauzhfil in den Arten, aus denen die 
Inmrongiobnlin-Oaisegmente der Transftenc abgelehet W 

Vektaren und Verfihra znr Zerstfirung der endogenen limnui^obulm Lod in dem nan- 
hamanen rier verwenden tin Transgen, vprzagsweise dnen postfv-negativ Sdektioiisvektor, 
wefcher so konsteaiert ist, d^ 
segmeiilen, die eine sch^ una^oda 

Or das non-humane Tier, das in der Erfindmg verwendet wird. Diese endogenenGenseg. 
mente schliefien ein Dhwsiry, Joining and konstante Region-Goiscgmaite. Der posinv. 
negatrv Sdektionsvektor wird in Kontakt gebraeht mit inindestens einer embryonalen 
Stanmizelk aus emem nwrfm^ m ^ 

positrv-neganv SdektioOTektorsto^ 

ger Rekombination integriert hat Nach der Transplantation ist das resnltierende non-humane 
tnmsgene Tier wesentlich beemtrflelnigt bri der Bildung einer Iiimuhglobuliihvenniaelten 
Iininunantwat in Folge der homologen Integration d« Vektors. Diese immundefizientcn 
noihtomanen Here ktanen danach zur Untersuchang von Immundefizienzen 

gen ImmungJobulin sefawere and leichte Kette-Tmnsgenen, 

Verfehren zar Hcrstclhmg ernes synthetische variable I^on^3ensegiiieiit4ltpeTtoiiw zur 
Verwendung in den erfin dn ng sgf mflBcn Transgenen umfesscn das Herstellen einer Popula- 
tion von ImmungJobulin V-Segnient-DNAs, wobei jede der V-Segment-DNAs ein Immun- 
globulin V-Segment codiertund an jedem Ende tine SchnittsteUen^Eikqm^ einer 
Restriktionsradonuclease enthfilt Die Population der Immunglobulin V-Seginent-DNAs wird 
danach verkettet zur Bildung des sym^tetischen Immimglobulin V^egment-Repertoires. 

NoiiJnmianetnmsgeneTiere 

loge sefawere und leichte Ket^InimongiobulhvTransge^ in der Keirnbahn des transgenen 
Tieres entnahen. Diese Tiere entbalten Primb-Repertoii^B-Zdlen, die solche icarrangierten 
schwere und leichte Transgene^ipriiiiiereii: Solche B-Zdlen sind in der Lage, somatischt 



Mutation durchzumachen, wezm sie immtmisieit werdenmit einem Antigen zur Bildung eines 
heterologen Antik6rpers mit hGher Affinhflt und Spezifitfit fflr das Antigen. 



Transgene Here kdnnen auch hergestdlt werden, die Keimbahnzellen mit einem schweren 
und leichten Transgen enthahen, ttobei eines da Transgene rcarrangierte Oensegmente ent- 
hfilt, wohingegen das andere nicbt-rearrangierte Oensegmente enthilt Das reanangierte 
Transgen ist vorzugsweise ein leichte Kette-Immimglobulin-Transgen und das nicht-rearran- 
gierte Transgen ist ein schwere Kette-Immunglobuliji-Transgen. 

Heterologe Antikdrper k&nnen in einem transgenen Tier hergestellt werden, das Primfir- 
Repertoire-B-Zellen mit xearrangierten schwere und leichte heterologe Immunglobulin- 
Transgene enthfilt Diese transgene Tiere kAnnen ohalten werden aus jedem der vorgenann* 
ten transgenen Tiere. Das transgene Tier mit nicht-rearrangierten schweren und leichte Trans- 
genen, das transgene Her mit rearrangierten schweren und leichten Transgenen oder das Tier 
mit einem rearrangierten und einem xuchi-rearrangierten Transgen in der Keimbahn des Tie- 
res, enthSlt somit Primfir»Repertpire-B-Zellen mit rearrangierten heterologen schwere und 
leichte Immunglobulin-Transgene. In dem Verfihren wird ein gewtinschter crater heterologer 
Antikflrper hergestellt, der zur Bindung eines ersten Antigens in der Lage ist Von den rear- 
rangierten Immunglobulin schwere und leichte Transgenen in den Primflr-Repertoire-B-Zel- 
len soldier Here ist bekannt, dafi sie Prim&-Repeitoir^ Antikfirper mit ausreichender Affini- 
tflt ftir ein zwehes befcanntes Antigen herstdlen. In diesem Verfahren wird das non-humane 
transgene Tier immunisiert, aufebanderfolgend oder gleichzeitig, mit dem ersten und zweiten 
Antigen zur Induktion der Herstellung des ersten heterologen Antikfirpcrs durch somatische 
Mutation der rearrangierten Transgene. Die so erfaaltenen sekundfiren Repcrtoirc-B-Zellen 
werden dann wie vorstehend beschrieben manipuliert und immortalisiert zur Herstellung des 
gewfoschten monoklonalen AntikCrpers, der in der Lage ist, an das erete Antigen zu binden. 

Die vorliegende Erfindung kann Plasmide yerwenden, die nQtzlich sind zur Klonienmg 
groBer DNA-Fragmente (zJB, Immunglobulin-genomische Fragmente), die einen Ursprung 
der Replication (ORI), eine Kopie-Kontrollregion (z3. ROP, oder die Kopie-Kontroibegion 
von pAGYC177, oder andere, die dem Fachmaxm bekannt sind), und einer Klonierungsstelle. 
Die Plasmide enthaiten auch eineaTcnninator der Transkriptfon (zB. &qR oder andere, die 



dan Facfammn bekannt sind)'stroinabwflrts van endogenen Plasmid-abgclciteten Promotoren, 

wie j enem des An^cillin-Resistenzgens (amp"). Die Tenninalioii der Transkription liegt 

stiomanfaaits Von der K tonier ttngs st ri lf , so dafl Transkripte, die am Promoter beghmen, 

stxoniai*^ von der Kiodenmgsste^ 

stefle umgeben von sdtenen Schnit«dlen,DieseSteDenbe5^ 

Nudeotiden. mstelle vonsechs oder wtnigcr Nuclcotiden, die die hfiufigeren Schnittstellm 

ausmacnen, zB. Not I. Sfi I and Pac L Sehene Schnittstdlea schliefien auch Schnittstellen 

em, die Nucleotidsequenzen enthahen, die selten in naturlicheo DNA-Sequenzen vorkom- 

men; dh, sdtener als emmal in 8.0QQ-10.Q0QNnel<»oti < } Pl i 

KURZR RKSflHRKfRTIMn r>T?P pott ffi FN 

Fig.l zeigt djeKomplen^^ Regionen CDRi, CDR2 und CDR3 und 

GerQstregionen (fiameworkregions) FR1, FR2, FR3 und FR4 in m^htaeairangierter genomi- 
scher DNA und mRNA, exprimiert von einem reanangierten Immunglobu^ 
Gen, 

Fig. 2 zrigt den humanen k-Kette Locus, 
Fig. 3 zeigt den humanen K-Kette Locus, 
Fig. 4 zeigt den humanen iscfawereKetteLbcusj 

Fig. 5 und 6 edfintera die Strategic zur HnsteQuog eines syntfcetischen V-Segment-Reper- 
toires, 

Fig. 7 edautert d» ^trategie ziim funld [ 
Loci, • 



Fig. 8 . zeigt die T-Zell-vennittctte seknndare Antwort, die zur Rafting der B-Zelle fuhrt, 



Fig. 9 zeigt die somatische Mutation und klonale Expansion der B-Zellen als Antwort auf 
zwei verschiedene Antigene, 

Fig. 10 zeigt cin Tiansgca-Konstrukt mit einem leazrangieiten IgM-Gcn Hgiert an ein 25 kb 
Fragment mit humaner y3 und y 1 konstanle Region gcfolgt von einem 700 bp Fragment mit 
der 3-Enhancer-Sequenz der Rattenkette, - . 

Fig. 11 ist eine Restriktionskarte des faumanen x-Kette Locus, der die Fragmenie darstellt, 
die zur Bildung eines leichte Kette-Txansgens durch in vivo homologe Rekombination ver* 
wendet wurden, 

Fig. 12 zcigt dieKonstruktionvonpGPl, 
Fig. 13 zrigtdieKonstnilriondesPoty^ 

Fig. 14 zeigt die zur Konstruktion eines humanen schwere Kette-Transgen verwendeten 
Fragmente, 

Fig. 15 zrigt die Konstruktion von pHIGl und pCONl f 

Fig. 16 zeigt die humanen Cyl-Fragmente, die in pRE3 (Ratten-Enhancer 3*) inseriert wur- 
den zur Bildung von pREG2, 

Fig. 17 zeigt die Konstruktion von pHIG3' und pCON, 

Fig. 18 zeigt das Fragment, das zur Konstruktion von Transgenen verwendete humane D- 
Regionsegmente, 

Fig 19 zeigt die Konstruktion von pfflQ2 (D-Segment enthaltendes Plasmid), 

Fig. 20 zeigt die Fragmente, die die humanen Jk- und humane Cic-Gensegmente abdeckcn 
und zur Konstruktion eines Transgens verwendet "wurden, 



Fig. 21 zeigt die Striiktur von pEji, 

Fig. 22 zjrigtdieKonstrukticmvonpK^H, 

Fig. 23A Ms 23D zetgen die Konstrok&n does pratfr-oegativ Selekuoiisvtktors nun funk- 
tionellen Zcrstfiren dcs endogene schwere Kcttc-Inununglobulm Locus der Maus, 

Fig. 24A bis 24C zdgen die Konstrakfion elnes poshiv-negariv &lekticmsvektors zum funk- 
tioncUen Zcrstftrcn cte endogcnen Immunglobulin lrichte Kette lr>ei H<»r 

Fig. 25a bis e zeigen die Stmktur dues kappa leicbte Kette Targeting-Vektpra, 

Fig. 26a bis f zeigen die Stnikrur eines Maus schwere Kette Targeting-Vektors, 

Fig. 27 zeigt dkKartedesVektc^pGPE, 

Fig. 28 zeigt die Struktur von Vektor pJM2, . 

Fig. 29 zeigt die Struktur von VektarpCORl, 

Fig, 30 zrijgt die Tran^en.Kk)nsd*Jcte fflr pIGMl, pHCl und pHCZ, 

Fig. 31 zeigt die Struktur von pyft2, 

Fi&32 zeigt die Struktur von pVGEl, 

Fig. 33 zeigt die Testergebmsse der humanen Ig-Expression in einer pHCl-tnmsgeaeo 
Maus, 

Fig. 34 zeigt die Struktur von pJGKl, 
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Fig.35 2Kgtdje|Ccmsttuk^anw 

. TabeUelzeigtcUeSeqnenzdesVetoorspQPc. 

5 TabdIe2z^flieSequeradteCtensyrt<9.8! 

Das Design ones ncm-humanen oansgenen Tleres, dasauf Fiemda^gohStiinulation mit 
einem heterologen Antiko^I^iertairc ai^ 
tene heterology taira 

Zell-BitwickhBig. Entsprechcod sind.die Transgenc so konstruiat, dafl sie eines oder jedes 
) >rfolgendenhers^ 

Reanangement, (3) Aktrvienmg der nod Antwoit auf den nllelischni Ausschtofl, (4) Expres- 
sion ernes ausrcichcndcn Primflr-Repcrtoires, (5) Signaltransduktion, (6) Massarwechsel, O) 
somrtisclieltypemtitati 
15 Immunantwort 



Wie rich aus der folgenden Beschreibung crgftt, mQssen nicht alle voretehenden Kriterien 
erfOllt son. Worn beispielsweise die endogenen Immunglobulin Led des tnmsgenen Tieres 
ftnktioneU zerstflrt and, mufl das Ttansgen meat den alklischen AnsscnluB aktivieren. Wei- 
teriiin, wean das Transgen ein funktionell rcarrangkrtes schwere und/oder leichte Kette- 
Immimgtobulin-Gen umfeBt, and die zwdten Kriterien des funktioneUcn Gen-Rearrange- 
meats unnWig, zuniindcst fir das Ttansgen, das bereite rcarrangiert isL Als Hintergnmdlitera- 
tar der molekularen Lnrmmologie, vgl. Fundamental immunology, 2. Auflage, 1989, WUIiam 
E. Paul, Herausgeber Raven Press, NY. . •> 

Die Struirtiir rind Ifersteltimy An AntiicHrpw 

Immuiiglpbulrne, anch als AntikSrper bckarmt, -kind eine Oruppe von Glycoproteineh, die fan 
Serum und OewebeilQssigkeiten allcr Sanger vorhanden and. Sie werden in grofien Mengen 
durch Plasmazclien (bier auch als •sekundar-Repertoire-B-Zellen" bezeichnet) hergesteUt, 
welche rich aus Vorlfcmff-B^Lyxin^hoTyteh (bier als Tj^-Repertoiie-B-Zellen" bezeich- 
rjet) entvricketo: Solche Prima>ReD^ Membxan-gebundenes Immito- 
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*««. JC**ta»gm«, lata, * K^^ lmml ^ BtUi ^ lm 
ttod <Ge ^OS^Boidinigsdoioaiiedoa Antllffl^as. An^nmil der NotnradiglGeit bo Dtanl- 
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;;«••!•« %• •• t* . ♦ 

. DMprijtoflre Rcpcrtoks 

Der Vorgang zur Bildung von DNA, die schwere und leichte Kcttc-Immunglobulin-Gcnc 
codiert,gcscluchtprimflrinm^ 
5 ImTnimglobulin-OcDScgineixte fiadpi sich die V% D-, J- und konstanten (C>Ocnsegmente 
zum grOBten Teil in Gruppen von Dr, J- und Ckfcnsegememen in den VorlBufera von 
PrimflNRepotoirc-B-Zcllea Allgemem befinden sich alle Oenscgmcnte fQr eine schwere. 
oder leichte Kette in relktiv germgem Abstand auf einem einzigen Chromosom. 

10 Als "nicbt reaixangierte" genomische DNA wird Mer genbmische DNA vor der Rekombina- 
p tionderverschiedenmlmmun^^ 

renaming warden jgwrila rings der gftrigngfcen PmnilimmiHglWW /W V- T- (ftdfT msr V 
und J im Fall der leichten Kjctte-Oenc) Gcnflegmorte rekombiniert, urn funktioncll reanan- 
\ gierte schwere und leichte Immunglobulingene zu bildea Dieses fimktionelle Rearrangement 
15 der variable Region Goisegmente WMet DNA, die eine fimktionelle variable Region codiert 
Dieser Gensegment-Rearrangement-Vorgang scheint eine Reihenfolge zu haben. Zunfichst 
werden schwere Kette D-mit-J Verbindungiten hergeStelh gefolgt von schwere Kette V-mit-DJ 
Verbindungen und leichte Kette V-mit-J Verbindungen; Die DNA, die dtese Ausgangsform 
dner fimktioneHeh variablen Region in dner leichten und/oder schwercn Kette codiert, wild 
20 ab "funktioncll rcarrangiertc DNA" oder ^wnm^eite DN A" bezeichnet Im Fall der schwe- 
ren Kette wird dies© DNA als "reanangierte schwere Kette D>^ 
& als "reanangierte leichte Kette DNA" bezcichnet Die Wortwahl znr Bezeichnung des ftnk- 

tioneilen Rfcmtmggmgrite der erfinAtngwgftmgften Trm^m «rHgt in flmHdwr WffiiW?, 

Die Recombination variabler Region Gensegmcnte unter Bildung funktioneller schwere und 
25 leichte Kette variable Regianen wird vennftteh durch T^^nmhiTiflrinn^gnpl^^Tnryrn 
(RSS's), die Rekombinations-kompetente D- t und J-Segmentc flankieren. RSS's, die not- 
weodig und aus^chend zunh Steuem 

metrisches Heptamer, em AT-reiches Nonamer und eine dazwischen liegende Abstandshalter 
(spacer>Region von entweder 12 oder 23 Baseopaaien. Diese Signale and konseryiert zwi- 
30 schen den verschiedenen Loci und Artec, die D-J (oder V-J) Rekombination (faichftmren und 
sind funktionell austau$chbar, vgL Oetdnger et aL (1990), Science 248, 1517-1523 und die 
darin enthahenen LheraturstclleiL Das Heptamer umfafit die Sequenz CACAGTO oder seih 
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Nor^n* ^ ACAAAAACC ode sein Andogon. Die* S?qnaam befinden 

Za^;„ don Rea^ngBnem ^ rXund ^ fa 

Pnma^fae von InanangbboHn ackwezer Ieicater Keto'jnitteib variabler Rekombi- 
n*on zwiscben V- and Weg^ento in dcr Wcntcn Ke«e und z*frchen ^ d. ^ 

dcr scWn Ketle enengVSaU*. variable Rete^bbanon *ird eoeugt dun* 
Va^deae^^ 

Variafcon in der Jefchten Ketto geschfaht ^sd«wd» im tazten Kbdon des V-Genseg- 
m**s und dem a^ Kodon des Wegmen* Eine ttnHche Ungenmagkdt in der Veri*, 

kanndchaufHaznlONnaeolide^e^ 

wwden zwischan D- und ^ uai nrischen den Vh- imd Maisegineoten, die nicta von 
g<aonnscner DNA cbdTert ^ Hinzuftgun, dieier Nucleotide 1st bekaont ais N- 



Nach dam W- ^oder V^Rearnmgeinent e»ugt die T«n S kription der ^nxangj^ 
v^aHen Region und _dher oder konstanter RegWo^^ 

gelegen von. der re*pgje«m variable* Region dn pmnflw RNA-Transbipt, das nach 
geeMsndem RNA^idng » , dner mRNA SO*, die eine Volttngen^chwe™ oder fcichte 
Inn^bulintote codiert Soldba schwren and Idehten Ketten schlieBen eine Signals*. 
quenz eb zur B^hfang der Sekrenon dach und/oder des Enbans des In^buBns in 
<te ttansmen^^ l**^'*^'^ & fa 



ersten Exon des V-Segments arfhahen, das die variable Region der schvrcren oder leichtcn 
: Immungiobulinkette bildel Geeignete regnlatorisdie Sequenzan rind auch in der mRNAvor- 
handen air Kontrollo der Translation dermRNA zumHerstelkn der codieiten schweren und 
lcicbten Immunglobulin-Polypeptide, die nach kontkter Assoriarirm mitm*™** ^ n ^ 
kfirpermolekOj bilden. 

Der NettoeEfckt soldier Reanangemests in den variable Region-Gensegmenten und die 
variable Rekombbation, die wflhrend soldier Verbindungen aufheten kfanen, 1st die. Herstel- 
lung eines primaren Antikflrpei-Reperloires. Allgemrin gilt, daB jede B-Zelle, die sichbiszu 
diesem Stadium diflEaenziert bat, einen einzelnen PrimaT-Repertpire-Antikflapex nerstdlt 
Wahrend dieses DuTereraicrungsvoTRangs treten zellulflre Eieipnisse mrf, di« fimi^^i. 
Rearrangement der Oensegmente, die nicht bn funktioneU rearrangierten Ig-Gen enthahen 
sind, unterdrOcken. Der Vorgang, durch den diploide B-ZeUen solcbe Monospeafittt bewah- 
ren, wird als alleliscber AnsschhiB bezeichnet 

Das SekitniWr-RepertniTC 

B-Zeil-Klone, die Inununglobuline exprimieren bus dem Sate an Sequenzen nmfi )^ das 
Primar-Repertoire, stehen umnittelbar zur Yerfflgung, am anf Fremdantigene zu antworten. 
Aiiferond der bepeiizten Diveraita « 

dureh die sbgenannte Primtamtwort hergesteitan Antikflrper von relativ geringer AfBnhflt 
Zwd verscMedene Typen von B-ZeOen bilden diese anflnglichc Aurworfc Vorttufer yon 
Prunarantu^er-lnldenden Zellen und YorlSufer von Sekundto*epertoire-B-ZeUen (Linton 
et aL, 1989, Cell, 59, 1049-1059). Der erSus.Typ von B-ZeUen rdft zu igM-sezennerenden 
Plasmazeflen als Antwort auf bestammfe Andgene, Die andereh B-Zellcn antworten auf 
an ft nglidi e n Kontakt mit Anngenen dureh den Eintritt in einen T-ZeH-abMngigen Rei- 
fungsweg. WBirend dieser T-Zellabhflngigeii Reifimg von B-ZeUen wird cine zweite Stufe 
der Drvershfit erzeugt durch einen Vorgang, der als somatische Mutation bezeichnct wird 
(manchmal auch als Hypennutation bezdehnet). Diese Primar-RepeTtoire-B-ZeliOT verwen- 
den die Immunglobulin-Molekflle auf ftren Oberflfichen, urn Fremdantigen zn binden und zu 
internalisieren. Worn das Fremdantigen dn Protein ist oder physikalisch an ein anderes Pro- 
teinantigen gebunden ist, wird das Proteinantigen prozessiert und prasentiert auf der 
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Zelloboflflcho inch em ] 
^M^^^O-ri^a^t^ MnzaveccWa, 1985,. 




kflipc^Moleknk 
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Non-hamme tnmsrene Tit™ fflr Hfc w«r«t»Hm,y i^w^ Antiy*^ • 

Non-humane transgenc Here ais ein Gegenstand der Erfindung werden hergestelJt (lurch Eb- 
flflnieD mindestens eines afindungsgemflBen Imnranglobulin-Transgens in eine Zygote Oder 
einen fifineh Embryo ekes im-humanen Tieres. Die non-humanen Tiere, die erfindungsge- 
m8B vcmeridet werden, um&ssen fan aDgemcincn dnea Sfluger. der in der Laga i«, Tmn,^. 
globulin-Gensegmente zur Erzeugung einei Primfiranfikflrperantwort » Widen und die 
zusflrzlich in der.Lage sind, tine Seknndflnmtwort zu Widen mitteb somatischer Mutation 
soldier rearrangierter Ig-Gene. Em besonders bevorzugtes nori-humanes Tier ist die Mans 
Oder andere Mitglieder der Nagerramilie. Mtuse sind besonders ntfcdich, da ihr Imnum- 
i systo intend stud^ 

und leichte Immunglobulin Loci; vgl. zj. Immunoglobulin Genes, AcadaruV Press, T. 
Honjjo, F.W. Ah und Til RabUns, Hcrausgebcr, 1989. 

15 fc^ia deErfir^gnittoaufto^ 

jeder non-humane Sfluger flbig zar Bilduna einer PriinBr. und iMm^^^p^^ 

verwendet werden. Solche Tiere achlieflen em non-humane Primflten, wi- Sdnm^^ Rjn- 

der, Scbifie imd Sclrweuiear^ 

Kaiiinchen und MeerscbJwc*»cbm Besbnd^ 
20 chenundMeeiscnweia^ro^ 
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Die Bezeichnung "AntfltQrper'' bedeutet erfindimgsgrmBft ein Glycoprotein, umfassend min- 
destens zwei idennsche leichte Poiypeptldketten und zwei idennwhe schwere Polypeptidket- 
ten, die miteinander yerbunden sind ttjjer Disnlfidbmdungen. Jede der schweren und leichten 
Ketten enflifllt erne variable Region, im allgexneinen den aminotenmnalen Bereich der Poly- 
pepudkette, die eine mit dem Antigen in Wechselwirkung tretende Bindungsdomfine enthJlt 
Jede der schweren und leichten Polypeptidketten enthfilt auch eine tartrate Region der 
Poiypeptidketten (allgemein der Carboxy-terminale Teil), wbei ehuge der Sequenzen die 
Bindung des ImmungJobulins an Wirtsgewebe vennhtem einschlieMich verscniedene Zellen 
des Immunsystems, einiger phagocytischer Zellen und der ersten Komponente (Clq) des . 
klassischen Komplementsystems. 



* ♦ . • • • 
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iterbestebt So kfiimen Vor dem R^m^m^^ * ^ 




FonniaB-ZeDen. 



«««schddbar8iiidvimdaiffldoa^ ^""""^ ««n iaar 

W **« -tad, j^^^ ta a ^ 

"'""I ! l ui ttdiatuCTfai, 

» tad* »d «ip ^ & ^ ^ ^ ^ ; 
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entsjaicht, aus denen soIctonarnajglettenTnffl^pe erbalten wurden. Diesist in osterLinie 
• wegen der Variationen dngefllhrt wahrend der v*iablen Rekombination mid aufgmnd von 
. Mutarjonea eingefthrt durch Hypemutalion wfflwad der Sekuodfirantwort Trotz solcher 

Modifikationai in derJJNA-(wie audi der AnuMsEure-) Sequenz, ist erdchtlicb, daB der 

ArmTcBrper codicrt von solchen rearraagierta Tnmsgento due DNA-und/odcr AininosBure- 

seawmha^dfelietc^o 

triffi, das^ Durchflfl^^ 

Der Begriff >esem1icne IdaW ui Zusainnienhai« mh Polypeptide!! bedeutet, daB das 
^clw Polypeptid ate ftote^ 

lich vorkommmdcD Protein oderdnem Tdl davon hat, mdstens «^M^tm etwa 70% Men- 
m, und vorzngswdsc inindcstcns etwa 95% IdcntitfiL Die Begrifie "isoliexf , "im wesent- 
lichen rein" und -im wesemlicfaen hcmogen" werden hier mitrinaader austauschbar vcrwcn- 
det uid beajaaea^ em PolypepW 
esnatttrlicherwdsebegb^ 

idn, warn mmdestens etwa 60 bfc 75% emer Probe em dazdnes Polypeptid-Oertst enthal- 
ten. Kldnere Varianten oder chemtsche Modifikationai teilen typischcrweise dieselbe Poly- 
P^dseqnenz. Ein im wesentlichea idnes Protein wild typischerweise mchr als etwa B5 bis 
90% in dner Protdnprobc, vwzugsweisenuijdesteM 

rem setn. Protexnrcinheit oder -homogcnM kann inch dne Anzahl bekannter Methoden 
gezdgt werden, wie Pplyacryiamul^d dne Protemprobe, gcfolgt durch 

Sichtbarmacbcn dner dnzemen Polypcptidbandc auf cinem Poiy aoy lamidgel nach Faiben. 
Fur bestimmte Zwccke wird Hoctaaflosung benbugt und HPLC oder eine Shnliche Methode 
zw Aiifroto^ 

ten Kornponarten, worn es von den nathren Veunwnigungen abgetrennt wird, die es in sei- 
nem lichen Ziistimd begleiten. So wird ein Polypeptid, das syirmetJsiert wird in eincm 
'tfln^cn-*^ der es r^cherwdse stainmt, im 

wesentlichen fid sein von natOriichrassoziicrtm 1^^™^ 



, AagsgdfltfB DNA, cbdi^'rid,^ ein «dd> te Gen^e^ «n Dhreisitm^ 
... segamte diew s«*w« I^lk^;**,^ von, «tar hat eine Sequent cnl- 

, bcher Wdse nmfaflt eia ^itanm^ ^ ^ 
<tangsgeniaB DNA, codferend inindestens eb variables Otnsegmen^ eto Joiniiig^}enscgii^ 
and minded emionslanto ^ Gensegment dieses Mchte 

I^Ti^ abgeldtet to 

Tier bestebt, in das dieses kichte Ke^Timsgeneingef^wiii . 
&»lctesch^nndld^ 

Idchte Kett^Txansg^ gedgnett^ (RSS's). Zusatzlicb 

uinfksensoJ^ 

: ^U^^sc^ 
iB. Qi und .Ojrl a* deni.jMn^^ wentai, wie naclisteliend erlauterl, 

." B ? nM ^^ ™*>l«n der famstanW Regioi^Oensegnieiito 

di^und stroma^ 

zwischeo sokhen konstortcn Regionen a edaaben zom Wnmglobuiin-Klassem^ 
zAvonigMnacblgG,^ 

grovwdavariabteRe^^^ ,. 



Zdlen der B-Zeffinie fonktiodaen, vcrwcndet So wird bd^idswrisc ein voriugswelse zwi- 
schen dem J- und konstante Regicm<3ensegment auf dem leiehte Kette-Transgen gelegehe 
leichte Kette-Eid«««^Sequ^ ^^ ar'-Ed^ te transgenen E^on, 
wodurch der dldfache AasschluB er^chtert wad Im Fall des sdwere Ketie-Transgens wer- 
den mull regulatorische Enhancer verwcndet 

OWohl die vorstehenden Jn»»^ «nd Enhawrcgulitorisc^ Konholbequenzen in 
logzudmno^iniumenrier^a^ 

logcn Twagen-Inimttttgi^ Andewseits v«den solche 

i^atarischeQ Gensegmente abgetetetivon teatotm**** ,egnlataischen Sequent 
imGemradesBon-BmnaKar^ 

Transgen enthalten.; Solche reguWorischea Seqnemen Woden veroendet 21m Nfodmieten 
der TnmsWption and Tmslation des Tiansgens. um so den allelischen Ansschlud zu indu- 
^™dmlatrvb^ 

Etfindungsgemffi ldten sich ^ schwem, und 

leiehten.Ig/toBg^ ab von Oder haben Sequenzen, die der genomischen DNA, cDNA 
Oder Te^davonaiis dnermeiisc^ 



iumanen 



Sofcm solche Gensegmente funktiooell reanangiertcn Type tnutiert werden im non-hu 
tansgenen Tier, wird der heterologe Antikflrper muoert von solchen schvvere und leichten 
Tnu »5^^Annnos^ 
dfesp^teanddwsM 
bMenscfoaver^ 
lamnmogenizltttveig^ 

Mh voa Mmschen abgeleiteten OenSegmenten siud die i»nj«ananen transgenen Here, die 
solche schweren und leichten Tiansgehe enlhaheh, fa der Lage, cine Ig-vennittelte Immun- 
«^ gegen em dlescm Tier v^^ 
den hergestelk m dnem solchen ^ 
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leu Antigens assaaiat ant Ttanaptantatabstoftnig odor AutoimmanitfiC 
^ B ™™* ,Uca ^ 



erimA, iwiT^ * »«P«sioa von IgM and feD in dner eteefaei, ZeDe 

. ■ ~«8eaweaisei, gescnuht dureh Recombination zwi- 

schw«* / die sen dWct stromaufWttrts von jedem 

snidaw^zundldttla^nadbe^ "«**wec^^ 

•"hB Hnp qesteoen m enter Lmte aus kutsea sich wiedetfaoleaden • 
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■ScqpemnpagpwK Oft dcr RekorabiBation untmchndet deb ffir die wwclncn Klassen- 

wechsel-Ereignissa 

ESe Ffflugkdt emer tam^J^a^^ den Wawnwechsd vonlsotypen durchzuftlh- 
wn wahroid der B-ZeU-Rdfung, ist in transgenen Mflusen nicht diidet getestet worden. 
Jedpch soUten Iraugene diese Funkticm audumdt kSanen; Dnrdik ct tL, 1989, Proc Nad. 
Acad. Sd. USA, 86, 2346-2350) intahymerteara Mim^sch™* Krtte- 

Gtn-Konstn^ und fenden, daB in vier nnabhflngigcn Manslinim em holier Anteil der trans- 
genen B-Zellendle lYansgen^erte variable Region cher osoziicrt mit IgO als mit IgM 
oo^eit^scJ^ 
, •.■ • '^gra^dereiictogen^ 

Der Begriff ^Klassoiwedisd^eqttenz bedeut* solche DNA-Sequenzen, die vaantworthch 
■ sind fur die HassenwecbeWto Bine TOassenwechsd-i^ typi. 

15 *W^dne M -10ass^^ 

rend der Klawwtod-Rekoi^ a besdtigenden Komtruktregion. Die 
"Klassenwechsd-Ak^ 
derAmtauscWcoiJstarten^ 
woi&Rdcomb^ininm 
vorhexsagbar ans dem Konstrukt sda 



Sequenz und ist zusammengesetet aus zahbdeben Tanflenwwederholungen (tandem repeats) 
vonSeqi^der^ 
25 "idchefll^vgLt.Naaid^ 



Ahnlicfae rich intern wiedemblende (repet^).Kl^^ ^ 
rnehrer Kilohasen rind 5V von den andeien C,rGenen gefunden vrodea Die Sa-Region ist 
sequendert vrorden und es Wurdegefunden/diu^ 

80-bp-Hooologie^iiiheiten besteht, wi«^0B'^S^"«I S, 3 allc rich wiederholende 
49rb^Homotode-Eiimdten enthahen, die zueinander sehi aluuM rind; vgl. P.Szurek et al., 
1985, J. Immunol, 135, 62*626 und T. Nikrido d aL, 1982, J, BioL Chem.. 257, 7322,' 



27 



• ••• • 
* • 



10 

♦ 



15 



20 



25 



1Mb genan in TandanwkdeAobiig wie I in S «hdfrf™ • ^ ^ . 



30 



luQgsdabdttn etngebettct 
N«I.A<«IS<1U5A,77.«73«73^. ., 

Celt Biol VIM); SBvMSreti. 1988. *~ a j . ■ »« 
s *».*f^te|Ktah.Ba* ?ll -* Br i D pwffiy <W. 



Monolclonafe Antitl^ 

Monoklonale AntikOrper kfinnen nach ventthiedWoekaniitea Mcthodcn erhalten werden. 
Kurz dargestdlt, MUzzellen bus einem Tier 'nmnunisiert mit einem gewtaschten Antigen 
• werden immortalisiert, gewohnlich durch Fusion mit einer Mj^mizerie (vgL iCfihler und 
MifcteiD. Eur. J. Immunol, 6, 511-519, 1976)! Alternative Verfahren zur Inunortalisicrung 
sdtfeBeh fa Tmab^^ mit Ej^Barr-Vmis, Onkogenen, oder Retxoviren, oder 
andeien bekannten Veifahren. Aus cinzelnen immortalWerten Zellen emstehende Kolonien 
werden gescreent auf die Herstclhmg von AntikOrpeni der gcwDnschtcn Spezifitftt und Affini- 
ttt for das Antigen. Die Ausbeute an monoklonalen Antikflipem hergestellt von sofchen Zel- 
ten kaon crbflht werden durch verschiedene Methoden, onschliefilich Injektion in die Perito- 
neal Hflhle tints WirbcWer-Wirts. Vcncbiedene auf diesor Gebieten nfflzlichemn Methoden 
shid diskutiert beispielsweise in Harlow und Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold 
^»ring Harbor, New York, 1988, rin srJil itnii ch: InmnaMerung von Heren zur Herstellung 
von famnunjdobulmen; Herstellung von monoklonalen AiioW^ Markierung von 
Immunglobulinen zur Verweitdimg ah Sonden; Inrnnnw^jtBtswimgnig und Immuno- 



DaSfaMLWP^Pnnigr.Rq W ^Ai T[ 

A, Die meMft^ichM Immi mrifthnlm T/wd 

Em wicMges Erfordernis for die Funknon des Trans* ens 1st die HersteUung eines Primar- 
AndkOnw^Repertoires, das genttgend unterschiedlich 1st, urn eine ^ Sdcuiid^Inuiiunaiu^ 
fur einen breiten Bereich an Antigeneh auszulosen. Die Ausdehnung der menscbiichen 
Iinmimglobulin LocL die die verschiedenen Gensegmente ftr schwere und leichte Ketten 
codieren, ist ziemlich groO. Beispielsweise nefamen im menschlicben Oenom die drei unter- 
schiallfchen Loci ftr den Mmchte Kette Locust den K-leichte Kette Locus und den schwere 
Kette Locus zusammen mehr als 5 Mb DNA ein oder fast 0,2% des gesamten Genoms. Jeder, 
Locus besteht aus muMpIen variableo Segmenten, die rekombbieren wfihrend der B-Zell-' 
entwicklung mit einem Joining-Region-Segment (und der schwere Kette Locus mit Diverahy- 
Region-Segmenten) zur Bildung votottadiger V-Region Exons. ; Solche rearrangierten leichte 



und eto konstantB ^c,^ 

^ & bestbht ei^ 
• .immortmg vo» mdnfi^bamto to***, Regional, wobd jcdo von 

cpdiert «W« mehrere Bxbni Jede der laastBtfa Regkm*ene codtert den konstenten 

Tea enw pflfflcMe^ van innnunglobiianen, Wbend der B-Zellentwicklung 
. *erd« V4UgionW±baite, ^ agression neuer 

sdiwerer Kette-nassen.ftbA. F* jede schwere Kette^tose bnngeo alternative Muster von 

RNAinriSplic^ 

^^^hnnWSe^ 
, dle».I^,o«aafCni^^ 

besteht aus etner unbeWcn Aazabl an .V^legnwaeu stromaufwarte von emer Tandeman- 
°^vohsecbskonst^^ 

Segment vofaflpft ist ZusSMkh wfcden.zwd writer* konatante Region^egmente mil 
assoziiertea J-Segmenten isolie* oWohl fl« Verbinoung mh dem Rest der VAnMufuug 
i^gezriglworfehv^ 

aL. Tnnnunogk^in Genes", Academic Press, T. Efonjo, F.W. Alt and TJf. Rabbins, Her- 
ausgeber, 1989). 

Der K-Wcbie ^ 1^ ent^ 

(Fig. 3). Die ersten beiden duster, die 850 bzw. 250 kb aMeclcen, .enfluu^en nur variable 
K*gion-Gensegmeitt^paidritte duster, das etwa 1 Mb abdeckt, enthfih etwa 40 V^enseg. 
mentestnnnentWi^ 

**** Insgewnt smd 84 y^ensegmente identifiziert worden und etwa 

von der Halfie von Omen vyird gedacht, dafl sic Psendbgene sind (Zachau, 1989, m Immune- 
globtdfa Genes, Academic Press. T.'Honjo, P.Wi Ah und TJ1 Rabbitts, Heransgeber, Setea 
91-110). Etwa 25 fcb stroniabwftts von der CK-Region gibt es ein -k^esehigendes Element- 
(Kde): Dfe .oie^equenz tetoadnmert mh stionuadwarts Sequenzen. was zur BeseWgung 

typi^Aiiss^V^ 
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2W V<Jenseginent^ 

snannen, sechs J-Segmente geclostert in ebem -3 kb-Bendch and neun tonstante Kegion- 

fihr 23 Kft des distalcn Toils des langen Anns von ^^ Cta>mosom 14 (Kg. 4). Die schwete 
.i Kate-V-Segmo* Seqacmahnlichkrit eingruppiert 

H-tat Es gibt etwa 60 Mitg^ dery H l.P«niIi^ 30 V^egmehte. 80 V^^egmente, 
30 V^Sepente. drei y^igm^^'thi y&Sqto-UL/Vmim et at, 1988,' 
EMBO 7» 727-738.; Im menschlichen schwere Kette Locus sind die Mhglieder der'einzcl^ 

V-Familica, vennischt im Ge^ 
hiuitsindPas^ 

MWziigeonn^innen^ 

1988, BiocWBiophys. Rei Gmm, 154, 265-271. AltefaMo^ 
scheinen in dieser 90 kb-Region zu liegen (Siebenlist et at, 1981. Nature, 294, 631-635- 
Matsuda et at, 1988j EMBO J„ 7, 1047-1051; Buluwda et aL, 1988, EMBO £, 7 2003- 
2010; Idanam et aL, 1988, EMBO J,. 7, 4141-4150; Bennan et aL, 1988, EMBO J 7 727- 
738). . " * 

B. Qtsnftaynwin^.'IYnTinfriif; 

1. Seh w ^ir < ^'r n n 11 j Tn , 
Voizugs^ umfiM Inmungbbuun 

gierte genonasche DNA aus Menschen. Im -Fail oer sdmerei Kette umftflt rin bevorzugtes 
Tiansgen ein No«*iagment. mit einer Lflqge zwischen 670 uridfcO kb. Die Lange dieses 
Fniginente knic^eiDi^ ^ 

Es ist jedpch bekannt; dafl «de zwischen den al- und yo^enseginato (vgl. Fig. 4) liegt 
Dieses FSn^tenu^tMit^ 

segmente, ebensp wie der n, 8. y3, y l und al konstsnten Regtonen.: Bennan et al, 1988, 
EMBO J., 7, 727-738. Erne tnasgene Mauslinie, die dieses lYansgen enihfilt, exptimiert kbr- 
Kktwvwise alle der schwere Kettc^jbasen enotdedich zur B-^lentwiddung ebenso wie 
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Antjgene auazolflsen. 



2. • Lft'ehtH KetWTffljftflffl 



werden. Sokhi 



Es ist nick notwendfc da, ffsmmx^.'Mt. des senate Kettoiocus in efaem einzigca 
DNA Fragment zn isoliaen. So fean bdtfdswete das 670430 kb Notl-Fragment aus dent 
mensctfeben Imwmglobulin sebwere Ketto-Lodns gtUldet wmb fa, nonimnanen Tier 

fth» zwefcr «!« flbeda^ incinen en&yoaalen Nucleus 

, de, nmJamanen T m Me tferiar^ TdTe der DNA.Pnign.ente baben denfaach 
Sequenzan. die fav weseuffidm ho*oto g sind. NCt Hilfc der m Nucleus entbaltenen' 
RetonWnasen rf^mbtotaten die filarial DNA-Fragmeate ' homolog fa kmntaer 
Qn«riaiiiigzw 

Es v«steto ^ jede^ vwwjidet ^ ^ ^ 

Bu^altelmiiunttlofau^ 

umno^ch haxusteilen cder zu n«i^ ^ dun* & ^egen^gen Verfuuta So 
181 nflMkh » Hastelta, W InahungbouU^^ 

ncn, die grtfler rind ab I^agmenta, dfe.inan dn^ YAC-Vektoitn naj^ulieten kann 
(Mum* und Szoslak, 1983. Nature, 305, 18M93). Die* ^Tiana^Konata^ 
kann wrote wden am Efattnen im wwmtUcfaen dor gesamten Imnuoujlobulfa Loci . 
aus efaer Art, cue nicbt aus der des noa^inanai tnnsgenoi Tieres besteht, fa das ein non. 
humaiwTietOb^ntt^ 
Fragmenten fa YA&Veito.^ 

86, 5898.5902) und die Poryan^^ haba ^ Herstellen von YASC-"' 
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Bibliotheken im.Bereicb, von 200. bb etWa 1000 kb (McGormick et < 1989, Proc. Natl 

m wesentlichen menr ab das 670-830 kb HMta^^mm^Ubn konstante Regipn- 
InimunglobuBn-Lbci enftalten. leicht grfifiere Trimsgoc Am* die bier ofienbarten Verfeh- 
renhUden. 

Zusattlch zur Bilduag genoiaiscbex fntfWD^ loam die tt vf^homologe 
RADnibination ;t^ iiw^ m .B^^ ^iW.Tnmsgenen, wie in 
den Beispielen besdhriebea : ' 

Bd der Verwendtmg der to WTiansg^Konstiubi^ bat jede* flberi^jpende DNA-Frag- 
vonugs^ DNA^uaa ivvischai 

dan Endteil des einen DNA-Fragments and dem EadteO ernes zwditen DNA-Fragments. Spl- 
ctoolwiaHwidm 

2000 bp, msbesondere .1,0 kb bis 2,0 kb. Homologe Rddrabin^ mA _ 
Fmgmente unter Bildung yon Transgenen in vho ist writerhh beschrieben in der US-Petent- 
amneldung (Tntracdhlar Generation of DNA by Homologous Recombination of DNA 
Fragments"), eingereicht am 29. August 1990, unter U.S.S.N. 07/574,747,- 

Hier bedcutet der Begrtff "Iininunglobmk^-W eine DrU-Seiruenz (die innerhalb 
einer ltageren Sequenz sein kann), gewflholich von weniger als etwa 150 kb, tvpisdiemeise 
zwiscben etwa 25 und 100 kb, die nundestens erne der nachfblg«to Sem^^ten: 
ekiunkttei^ 

firnktioneBei konsn^ 

Locus ist • cm ^ ftoktiondles Diversity (PVWar^gnwnt, so dafl diese DNA^Sequenz 
nmidestehsekevve^^ 

ttwa 2 bis 5 kb, yoizngsweise 10 bis 25 kb oder aebr, lelativ zur bomologen genoinischen 
'^NA4j>«nje^' enthUt ^* ted 1 !* Ken^^4/)casTransgen vrird mindestens 25 kb lang 
sein, typischerweise 65 kb. En schwere tette-Transgen wird typiscberwrf«!etwa 70 bis 80 
kb lang son. voraigswdse inindestens etwa 60 kb mit zwei konstant^ in 
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°^^ve^ 
uadmderl^O^ 

• Vacs, urn so fimktfeaelle Aafikapetmd^ mil. vidfiiagen Aitigen^crifiitom za 

in einer andeien ^ ^ 

; stas «n« yon jedem gbd^ T>p Oeos^' wird eingetant in das Mjai-Locus- 

segment Dies gestaaet den Hassen^ zwischen IgM- und JgO^onnen des codiertea 
inm^bolten.r&aio)^ 

baren Form von bnchafnnen ^1^-10,^^8^ And« U^-Etforrfl..,.- 
mentekteoen each ver^^ ^ solche, die fdrdie H^eDaag von IgD, IgA and 
IgEcodierert . 

We sohwew l^-IU^e^ W Mentha, amfissen «ch, fcnktfonelie J- Se g- 

meate und drd Pseudoge*, geclaslert in. «ne» 3 kb Atachnut von DNA. Unter der 
Amudune^ 

dem M-Gcn and dem SVHefl de, ^ .rf^ ^ £ s^^^^ m 

isolteen (Sado et aL, 1988. Biocfc* Bioon,* Res. Com*, 154 ,. ^ ^ 

daB afle.^Region^tensegatente im MttW^Kon^ ver^ndet **dea Da dieses 
Fnsnaatdie]^ 

^fc^diegesi^^ 

Enhancer and die MOassenwed^^ * aL, 1983, Natae, 306. 809; Yaacopon- 
losundAIt.WSfi.AniRey.innn^ 

^tete^ von Prtaantper^ 

(Yancopoulbs and A* 1985,6*, 40, IJUTSl). Al^ ^ ^ ^ ^ Bs ^ pdu 
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Fragment, welches einenTeil derD-Region einschlicfit, vexwendet werden anstdle des 23 kb 
Sfil/Spcll-Fragments, Die Verwendung eines solchea Fragments obfiht die Menge an 5*- 
flankjereiKlcrSequenzzar^M 
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Ke mmschUche D-Region bestebt aus 4 oder 5 homologen 9 kb Subrcgioaen, die in Tandem 
vcrknQpft sind (Siebenlist et aL, 1981, Nature, 294, 631-635). Jede Subregion enthfiit bis zu 
10 rinzehe D-Segmente, Einige dieser Segmente sind kartiert worden und in Fig. 4 darge- 
stellt. Zwei verschiedene Strategien werden verwendet zum Erzcugen einer Mini-Locus-D- 
Region. Bei der eaten Strategie werden nur die D-Segmente verwendet, gelegen in elnem 
kmzen im e ina n dc r grtnzmden Abschnitt von DNA, der einschlicfit ein oder 2 der sich wie- 
derholenden D-Subregkraen. Ein Kandidat ist ein emadries .15 kb Fragment, das 12 oinzelne 
D-Segniente enthfiit Dieses Stflck DNA besteht.aus. zwei aneinandogrenzeaden EcoRI- 
Fragmenton und ist volistfindig sequenziert warden (Ichihra et aL, 1988, EMBO J., 7, 4141- 
41 SO). 12 D-Segmeate soUten ausreicbend sein fikr ein Primfinepcrtoire. Im Hinblick auf die 
VOTtreute Natur der D-Regfon ist cine alternative Strategie ist das mheinander Legieren 
mehrerer nicbt a ncinander gr en zea d e r D-Segment-enihalteader Fragment©, tun so ein klcine- 
ies Stock DNA mit einer griBeren ZaU vonSegmenten zubilden. 
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M in d es te ns eines und vomigsweisc mehr als ein V-Gensegment wird verwendet zur Kon- 
struktion des schwere Kette-Mini-Ixcus-Transgens. Ein 10 bis . 15 kb Stflck DNA, das ein 
oder zwei nicbt-reanangierte V-Segmente enthfiit g*««TPingn mit flankierenden Sequenzen, 
wird isolierL Ein Klon mit soldier DNA wird ausgewfiUt unter Verwendung eines 
Sondenmolekflls, erzeugt aus eutpgartigen 5 -Sequenzen, bestunmt aus der transkribierten V- 
Region eines chftmkterisicrten menschlfchen Hybridoms wie dasjenige, das Anti- 
Cytamegalov^ henrtellt (Ntrwkjrk et aL, 1988, 1 Clin. West, 81, 151 1-1518). 

Die S'-untranslatierte Seqoenz der sebwere Ketto-mRNA wird verwendet zur Konstruktion 
eines cinzigaitigen Nucleotid-Sondenmolekals (vomigsweisc etwa 40 Nucleotide lang) zum 
Isolieren des ursprttn g lichen Keimbahn-V-Segments, das diesen Antikflrper eraeugte. Die 
Verwendung eines V-Segments, von dem bekannt W, dafl es in ein Gen eingebaut wird, das 
kodiert fllr dnen AntikOrper gegen ein besthnmtes Antigen, sichert nicht nur, daB dieses V- 
Segment fcnktional ist, sondern bilft bei der Analyse der Transgen-Peteiligung an Sekundflr- 
Irnmunaritw orten. Dieses V-Segment wild fbsioniert wit der Mini-Locus-D-Region und kon- 
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stale I^Fn^an, wie ^ . e^ ^ Henieflen ernes MinkLocn*,^ 



. ^^«**^ 

Szosfck. l^,Natu^ 305, 18*,93 X F-Fa^tasi-ten (0 W et al;. ,989 

Sde^2K,3^ 

dung der Retoto^ Brtw^.^^/^^ ^ *" "^fciii V- 

Regicm-Repe^X 

I^istselrfflaJich^Ko^ 
I^e^oarelnto^ 

.Region, konstroiert wie beschrteben ftJr den schwere Kdte44mi-Locus. 

Sokaanbeia,^^ 

a^dn-VielxaU^^ 

Se^docD-uadJ-nndko^ 

^obd jede Seo^enz ia w^chea tobg » ae flS cUiche a Gen^eouenaa ^ Voi . 
^^aiaddieSe^^^ 

gecignet ptazierten kpn*** i^on^nenzen (iB . p „nd y) nnd Klassen^-Regio. 
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nen tritt auch Klasscnwcchscl-Rckombination ©if: Em Beispiel fpr tin kdchtc Kctte^Ttans- 
gen-Konatoikt in fihnlichcr Wcisc gebildet aus einer VielzaH an DNA-Fragmentcn, im 
wesentiicfaen homolbg zu mcns^cherE^ und fflhig zum Dmctana^ des Rearrange- 
ments, umftfit mi nd cstens zwefc drei o4er vier DNA^n^meiite, die D- und konstante 
i^<^codw 

Regiott-Sequenz oder erne konstante Rgfan^topftn* iwrifeR t 
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E Verfahren zar Bestimmung ftmfedondlgr V-Ofmggnifntr 
uiidzurBildimgefaw 

Von den vaschie4enen Familien von Gensegmenten,.dJL V-, D-, J- und C-Region-Genseg- 
menten, llbertxiffi die Zahl von V^fensegme^im allgemeinen bei weitem die Zahl ent- 
sprccbender Gensegmcnte ftr die D-, j- und ORcgion-Gcnsegmcntc, In Analogue zum 
Kanmchensystem, bei dem ein einzebes V-Gtnsegment verwendet wird von etwa 90% der 
togestelhm Ai^ und Becker, 1990, Cell, 60, 963-970) ist es mfiglich, 

schweie und leichte Transgene mit einer begieazten Zahl von V-Region-Oensegnienteri und 
mit bis zu einem einzigen V-Ri^on-Gensegment herzustelkn. Deshalb ist es erwOnscht, ein 
Vcrfahren zur Bestimmung zu habcn, wclcho V-Regkm-Gensegmente verwendet weiden von 
einem bestimmten Organismus, wie dem Mcaschen, beim Aufbauen einer Immunglobulin- 
vennittdten Immunantwort GemfiB diesem Ansatz ist ein einzehes V-Gensegment in Kom- 
bination mh den J- oder DJ-Genacgmenten, in der Lage, genOgcnd Diverakfit an CDR3 
bereitzustellen zur Herstellung ones Primflrrepertoires, das nach somatischer Mutation in der 
Lage ist, writeit Divcrsitflt fiber die ganze variable Region bereitzustellen, z£. an CDR3 und 
CDR2 flir die Produktion vonhochaflBnen Antikihp^ 

Verfihren und Vektoren k&nnen beratgestelh wetden zur Bestimmung, wdche V-Genseg- 
mente gewShnlich verwendet werden von einem Organismus wflbrend einer Immunantwort. 
Dieses Verfahren basiert auf der Bestimmung, welche V-Segmente in cDNAs syntfaetisiert 
von B-Zell-PolyA + -RNA gefunden werden. Diese Verfahren und Vektoren totmen auch ver- 
wendet weiden zum Erieichtem der Konstnikti V-Segment-Rcper- 
toires. 



, . ^ - . *«u«crenaoi aequenzm. Dieses Eranaoit wirri Ma™*-* 

- flanfciertvan 8 e]t^ n ^*^ 8n " oesctaeben oh oner PolyBntostdle 

n^.^j^^^ b-Umetab ^ imd V fa d« Re. 5 Wri <S 

onsstelie V win! »hri«t J. 1 ^ * Nucleotide Restrikti- 

^^**>^^ 

mit En^m V and vZIT^^ ^ "■*■■!*■ Piaaaids 

^eS'^eadeaSe,^^ 

VIM... ,,J_!"~~ 

stdlc V m pVHI. Dio sdiHeBt die V *~*<bi; . - ««wfl»- 



Nucleotide des Inirons undetwa die ersten 30 Nucleotide von FR1; Nochmals sind die letzten 
30 Nucleotide nicht ehmgartig, um sich.so verschiedenen RegbkhSegmenten anZUpaSSCD* 

OHgonucleo tide P3 und P4 Bind homolog zu etwa dent ersten 20 Nucleotiden von Pi bzw. P2. 
Diese Oligds sind einzigartig, ran so die Finfflhnnig neuer Mnlationen in die V-Segmente zu 
yeddndenL Diese Oligos werdenzum Amplifiziercn doppelstrflngiger cDN A nach der Poly- 
meiBse-Kcttenreaktion(PCR) 

Die 3Menuinaleri Tdle der Primer PI und P2,' diein dor Lage sind, zn Hybridisieren an und 
zu Primen die Synthese yon den variablen Segmenten des schweren oder leichten Immynglo- 
bulin Ixwus k&men 

die Nudeofidsequenzen emer Zahl hum^VH-Gene verOffeirdicht; vgL z.B. Berman, JJE. 
etal„ 1988, EMBO J., 7, 727-738 und Ghat, EA, et aL, 1987, Sequences of Protein of 
immunological interests, U.S, Dept Health & Human Services, Washington, D.C. Zur Iden- 
tifizienmg und/oder Eraeugung von V-Segmenten des humanen leichten Immunglobulin 
Locus, kfinnen m film& 
bestimrat weiden auf grand verOfimtlichte 

allgemeinen sind diese Nudeotid-Ppsitionen, die konserviert sind unter verschiedenen V- 
Segmenten auch konserviert im 3-TeU der PI- und P2-Pximer. Fttr diese Nucleotid-Positio- 
nen, wobd Variation beobacbtet wird unter variabka Segmenten, sind solche Nucleotid- 

Positional in den entepreAenden PU imH W-Primgrn in aWirhfy W«m v^-Tt nit^ TU^ft, 
stellen von PI- und J2-Primem, welche einen Pool Von Primern nmfessen, die in der Lage 
sii^ imt vexschiedene VH- o^ 

DernfichsteSchrittirt Verwend 

thek von roenschlichen schwere Rette-V-Region-cDNA-Sequaicen im Vektor pHVL PI 
wird verwendet, um die Synthese des ersten cDNA-Stranges aus faumaner B-Zcll-PolyA+- 
RNA zu primen. Die RNA wird basisch bydrolysiert und die Synthese des zweiten Storages 
wird geprimt mit P2. Dpppelstrflngige cDNA voller Lfinge wird dann aufgreinigt anf einem 
Acrylamidgel, elektroeluiert und verwendet als Template fQx die Poiymerase-Kettenreaktion 
(PCR) Amplifikation unter Verwendung von Oligonucleotid-Primern P3 und P4. Altemativ 
wird die cDNA zuerst synthetisiert in an sich bekannter Weise und diese cDNA wird als 
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■■;*P-* ;: «MbUlto Expression.' Die zwei QueUcn der Vubelasw 

.. . . M ^ 5n ^^u-KWne. M3t der ersten Quelle der Voifae. 

3^ •*ii-«^4i«^ * „, 

^^^^ ^ ^ : 

oiAfcw t igu-csqmmierendcn Zellen yariit>. : 

ren^. vonIinn ^ 



ObaprOft anf sdekderte B-ZeU^equttzeh durch ^^NorthafrBlrtflybridWeruog mit y^pezifi- 
scnen Sondes, Wtan es prak&cher ist, Miiz-RNA zu verwenden und warn diese RNA einen 
hphen Anteil von IgCWIe^ienzen cnthfilt, wini eta zweher Ansuz. zur Mhirnierung der 
Sdclrtian der Vorbelastung verwenoet Der erste Strang der cDNA^yntbese wird geprimt 
.mit efcem etwa 40 Nucleotid konstairte Regim-Exon 2 Prim^ ftr igM- 

Iranskrfote. Die Synthesen des zwriten Stranges werden dann genrimt dun* P2 und one 
dritte Syntheae-Rnnde wird geprimt durch PI. Die cDNA.aus dieser dritten Synthese-Rimde 
^dasTenmlatofte 

Wean einmal die variable R*gioD-Bibliothek erzeugt wordcn fat, konnen die darin verwende- 
ten V-Segmcnte durch Slandardvermhren identifiaert w«den,;zJk mittds Seauenzierung 
^wtelfybriamerun^ 

tiden ebenso wie mit difffemmeller Ampflfederung (hireh PCItVerfehren. Solche Oiarakte. 
lisienmg to bereit zur Haufigkcit und Verteilung 

der V^egment-Yerwendung in einem bestimmten Orgausmus. Dies ennOgUcht die Identifi- 
zfenmg von V-Segmeaten, die zur Konstrukdon der vaschiedenen erfindungsgonflCen 
Transgene venveodet werden k&men. So konhen em oder mchrcrc voiherrscbende V-Qen- 
segmente verwendet werden in dem vorstehead beschriebenen Mni-Laais-TransgenrKon- 
alniktWeiteimnkom^ 

zum Iderrtifiaeren geucmiiscner Fragmente mit haufig verwendeten V-Segmenten zum 
Bxlefchtern der Iderf&toung genomischer Fragment* mit dnem bestimmten gewunschten 
V-Segment • 

ZusOzlich kann ein synthetisches V^egm^-RBpertoire konstruieit werden durch Verket- 
tung von Bibhcrtr^equenzm OroBe sich wiederholende Tiansgen-TimaWAiKmmuii^ 
mit Hunderten von Kopien der injizierten Sequenz, werden geWfihnlich exzeugt bei der Her- 
steUung mnsgener Mfiusc. Dicse t andem-Anordnungcn sind gewOhnlich ztemUch stabil. Um 
jedoch die ^ Stabilhlt to syin^ V-Reglon zu sichem, werto vorzugsweise BIScke 
zuffilliger (random) DNA zwischen jedes 2 kb V-Regio^Segment eingefflhrt. Diese BIScke 
. zufllliger DNA werden hergestellt durch Verdau uod nachfolgendcrn nochmaligen Ligieren 
genomischer DNA, um so die Insertion dominanter reguiatorischer Elemente zu verhindem. 
Oenomische DNA wird vorzugsweise verdant durch 4 hfiufig schneidende Restoiktions- 
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torsfiqnenzen absetRsmt Imrt* «>• <• — '^^" ,md 2 "«n«^vo n Vek- 

«f*u««iwn om,-*- and "z". Vor dan Anfafaugen da V-Se«n«rf i-^— - . 
DMA benanddt nrit Kalhadarm-P»w«»,v»*- ^ V ^^'^ ^ die* 

Se.™^^ am Veririndm der Scltet-Ligation. Die V 

Seg| Wlnserts.we«leadaimlta W8,B,an - 1X0 

dner alten,^ "-^^T^ »» Herstdlea 



Ziehen aos der Tatsachi. <hfl A ~™ n ^ amtt * «.ni5gb*b, einen Vortnl zu 

Stelle inseriert wtrfen. In diesem Fall smd solche V- T~ ^ a8ea 

^nndant. sonden. fc * ^^^Anoninunge, nich, ^ voUstandig 

SeBmeBt W ; *™ IWt*. Ahenmtfv kann das sya&e^ V- 



kannin flbnlicher Weise . 




on 



WW cnvahct, daSsie efoendinWn] 



Inunu^bnlui schwas und ldchten ' 

des Rearrangements 



der endogenen tom^obiim^ene in dan non-humanen tiansgeneh Tier hat Jedoch ist 
: cine writers Art zom HersteDen eines nbn-bumanen transgenen Tieres, das fiti ist von endo- 
genen Antikflipern, ist durch Mutieren dcr endogenen Immunglobulin-LocL Unter Verwen- 
dung cmhryonalet Stanun^Tcdmologje und homologer Itdenmbinat^^ das endo- 
. gene IinmunglobuIiihRq)crtoire ieicht ausgelOscht weiden. Im fclgenden wird die fiinfctio- 
negle Beschrcibung dcr K^Inmnmglobulii^Lc^ beschrieben. Die offenbarten Vektoren 
imd Vetfihrwi jedodi kdtmen lricbt angepaBt werden w Verwendupg in andercn non-huma- 
nen Heren. ' ■ * • 

Kwz jgesagt, umfiiflt diese Technologie ie . Inafcthrieni^ ernes Gens, durch hwnologe 
Rekombination, in eincr plm die m der Lage,ist,.sicli zu Keimzellgewebe 

m difEaenrferen. En DNAJConstrukt, das cine vcrflndeitc Kopie does Miis-Inunui«k)bu- 
lio-Gens enfhBlt, wird eingeffihrt in die Kerne embiyonalcr StammzeUen. In einem Teil der 
Zeilen rekombiniert die etageffihrte DNA mit der endogenen Kopie des Mausgens und ersetzt 
sie mit der verfinderten Kopie. Zellen mit dm neu gentechnisch cizeugten Schaden werden 
injiaert in einen Wifftara^^ 

dieser Embryos entwickeln sich zu dnmflrcn Mfiuseh, die Kdmzellen besitzen, die sich voll- 
stfadig von der Mutanten-Zellinie aWeitea Ans diesem Onmd ist es dutch ZQebten der chi- 
mflren Mfluse mOglich, einen neuen Mausstamm mit dem eingeffihrten genetischen Schaden 
zd erhalten (Obcraiditsartacd von Oqjechi, 1989, Science, 244, 1288-1292), 

Da der Maus-X-Locus nur zu 5% zu den Immunglobulinen behrflgt, ist die Inaktivierung der 
schwere Kette und/oder K-leichte Keto-Loci ausreicheni Es pbtdiri Wege zum Zeretfiren 
jedes dieser Lwi, ntolich Deletion der J-Region, Deletion des J-C-Intron-Enhancers und 
ZerstOren der konstante Region-codieraiden Sequenz dutch Einffihrung .eines Stopkodons. 
Die ietzte Mfiglichkeit 1st die direkteste im Hinblkk auf die Hostellung eines DNA-Kon- 
strukts. Eliminienmg des fi-Oeas zetetGrt die B-ZeUreifimg, wodurch der Klassenwechsel zu 
irgenddnem der fonktionellen schwere Kette-Segmcnte yedrindert wird Die Strategic zum 
AmbK)cken(Ausschalten) dieser Ix^ 

Um die Maus^- und K-Gene zn zerstflrcn, werden Targedng-Vektqren verwendet auf der 
Ornndlage des Entwurife Verwendet von Jaenisch und Miterbehern (Zijlstra et aL, 1989, 
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• - 15 kb Kpnl-Rapnent, das im vorfaeri- 



dun* PC^Amplifikalion. Ener A» pti>-»J_ , «"«>n?n luoneo 

30 r{*r\A , ^jT^.T™ to TargebngArektois. Das fimkticneUe Zastthm 



Non-humane transgene Here mh 
. rearranrierten hn^ylnhnlfn xrhwtm tmd tefchten T^y^ 

Den vorstehend bescbriebenea transgencn ISercn mit nicht^eanangierten Miitf-Locus-Ig- 
Transgcncn liegt die Hypotbcsc zugnmdc, dafl cs mCglich ist, esn voUstfindigcs AntikOrper- 
Repertoire hetzustellen, ohne sflmtliche variablen Gensegmente, die im natOrlichen Immun- 
globulin-IxKnjs gefunto 

schiedlicher Sequenzen zn reduzieren, die zum Primflntpertoire beitragen, ohnc das Seicun- 
dBnepertoixe m leduderen: So 

T-2ell-abhflDgigc Antwoxt fflr irgendein gegebencs Antigen auszuttsen, sollte die somatische 
Hyperarotetioninderl^ 

Dieses Konwpt wird fortgefDhrt, wean ein vollstlndig heterologes Antikfiiper-Repertoue 
gaaz dutch somatische Mutation eraugt wiri Die Antigen-Verbindungsstelle wird erzeugt 
durch die Grcnze zwischen der ammo-tenmnalen schweren Kette-Domfine und der amino* 
tenninalen lcichtc Kette-Domflne. 'fib CDRl-,2- tmd Mteste in jeder dieser Domtoen, die 
mit dem Antigen wechselwiiken, liegen auf dxei 'vetscUedenen Schleifen, die (5-Strfingc 
(Fahblfitter) verWnden. Wie voratchend beschrieben haben diese Regionen die grOfite 
Sequcnz-Divcrsitflt zwischen verschiedenen AntikOrpennolekQlcn, die verschicdene Antigene 
erkennen. So wild das Antikerper-Rcpertoirc bestimmt durch die Sequenz-DivnsitSt an 
CDR1, 2 und 3. Die Diversity an CDR1, 2 und 3 ftr ein vollstflndiges Antikftiper-Repertoire 
entsteht aus did Quellen: RekombinaticaisdivCTsitfit, VcrbuKhrngsdiversitfit und somatische 
Mutation* Rekombinstionsdivera^ an CDR1 und 2 entsteht aus der WaM verschiedener V- 
Segmente mit verschiedenen CDR1- und 2-Sequenzen. r RekombinationsdWersitflt an CDR3 
entsteht aus der Wahl verschiedener D- und J-Segmente. Verbindungsdiversitflt trflgt nur zu 
der CDR3-Diversitfit bd. Somatische Mutation, die fiber die gesamte V-Region wirkt, trfigt 
zur Divershat alter drei Komplementaritfits-bestinxmender Regionen bet Rekombinations- 
und Verbindungsdiversitflt TUfjammen bilden die Diversity des Primflnrpertoires (Fig. 1). So 
erzeugt die VDJ-Verbindung eine Gruppe IgM-exprimierender primflier B-Zellen. 

; Jede Primfinepertoixe-B-Zeile, die ein ZeUoberflfichen-IgM-MolekOl mit einer bestimmten 
minimalen Affinitfit ftr ein Fremdantigen exprimiert, internalisiert dieses Antigen als IgM 



— uiju^oouunc so ezgibt dn B-ZeD-Klon, der eta <w m .«i fc ^ 



gesamto V-jfeW "v r^ A,ttU ^ e ^ 

Gienaftrden VoigangderAffimttteiW , , 



nnd sterben. W«,n 'lla ^ ^ wxuone wradenjucht selektiert 



radzwdtenssind die rearrangierten Transgene in der Lage, allelisch und isolypisch das Rear- 
• ranges^, der endogenen Manager* aoazuschlkBen. Somh ist es nicat erforcWlich, dicse 
Oe« duai lmmotoge Rekombina&n^ra 

Der erste Schritt ist die Isolierung von rearrangierten schwereund leichte Kette-Genen aus 
dnem nwnschUchen Hybridom, das dnen IgM-Antikfliper, gerichtet gegen dn bekanntes 
Antigen, exprimiert Das ideate Hybridom erkennt daldcht verfugbares Antigen, das in der 
Lage ist one giite Maua-T-Zd^ & gibt due Anzahl solcber bummer 

Hybridoma einschlie BK chinehrerer, die mit wichtigen Antigenen, wte Tetanus-Toxoid, Pseu- 
dompnas oder Gram-ncgativcn Bakterien reagieren (Obersichtsartikd von James und Bouria, 
1987, J. ImmunoL Methods,. 100, 5-40). Das gesamte icarrangierte schwere Kette-Gen wird 
isoliert auf dnem dnzigen Stock DNA (ctwa 20 kb), wflhrend das rearrangierte K-leichtc 
Kate-Gen einschliefllich des 3'-Enhancers isoliert wild auf dnem zweiten DNA-Fragmcnl 
(etwa 20 14). Jedes dieser Fragmente wild stuckwdse zusammengesetzt aus Klonen, isoliert 
aus ciner X-Phag^iblkrtbek, hergestdltaus DNA, isoliert von dem Hybridom. Zwd Kon- 
stwkte werden eaeagt, eta schwe^^ 

Das schwerc Kctte-Konstrutt (Fig. 10) besteht aus dem 20 kb Hybridom-Fragmart mit dem 
reanangierten IgM-Gen, ligiert an dn 25 kb Fragment, das die hnmanen y3 und rl-konstanten 
Regionen enmfllt, gefblgt von dnem 700 bp Fragment nrit dem Ratte-schwere Kette-3'- 
Enhancer (Pettefsson et al, 1990, Nature, 344, 165-168). Das leichte Kett^Konstrufct besteht 
aus dem intakten 20 kb Stock DNA mit der rearrangierten K-Kette und dem 3'-Enhancer. 
Diese bdden Konstrukle werden kounnrfert, so daB sie in eine einzige Stelte des Maus- 
Genoms integrierea. Transgene MBuse werden getesiet durch Ncjtb*ra-Blot-Untersuchung 
auf Expression der transgenen mRNA. FACS-Analyse wird daun durchgefflhrt an Schwanz- 
blnt-Proben zum Nacbweis der Zdkberflkheri-Expression des Transgen-codierten Proteins. 
MBuse werden dann fanmurusiert mit dem Antigen erkannt von dem ursrjitaglichen Hybri- 
dom. ELISA- und FACS-Analyse werden ausgefllhrt an Schwanzblut, urn den Klassenwech- 
sel nacbzuwdsen. Schiiefllich werden die MBuse getestct auf ihre Ftthigkeit, auf eine Anzahl 
unterschiedlicber Antigene'zu antworten durch Koinjektion einei Rdhe an Antigenen 
zusammeh mit dem ursprungUchen Antigen. Schwanzblut wird anafysicrt durch ELISA zum 



Anngaie. . 
Milz (Zellca von guten Re^ximfari). 

den, venveadet ab Inmmnogen. Neue I^Wdon* ^ dann isoliext aus dem 

immumaerten Tier, das somatisch n^erto Verona, des Wrtoglichen Antikfcpe* 

g»habcn:Die«Aatik5^-S^ 

dun* CDR-Obertragung (H»-A-0-239 400, vertffc*^ am 30. September 1987) oder Iso- 

lierta^bakteriellen^H^etaUl^ro. 

ct aLi 1991, Nature, 352, 624) Bm^on^wHothekea 1 



. Noiriimiiane.u^ 

n icht-reanmgiertan Tmrnnnrinhnih. «*»rn muMvw bM-, Trmirirtn 

stflndig nicht-rearrangieTten schwere and leichte Imininglo^^genm zum Herstellen 
nonhtonumertnosgenffTi^ 

Tnnsgene Tfcre mit mindestens einem reaaangierten und mindestens eincm n^rearaii- 
gierta Inmwnglobt^^ hergestoUt dutch Yerwewlung irgeiideines der vor- 

genmmlm irfclit-ieaniii^ 

schwerer und kichtcr Tnmsgcne. im transg^,15er..In dieser.ffinsicht kann das lucht-rear- 
rangierto Transgon umfessen em schweres oder leichtes genomiscbes oder MW-Locus-Tnins- 
gen-Kooatrukl ink dem reammgierten Transgen umfassend ein geeignetes reanangiertes 
Transgen. Worn bdspiebwdse ein nicht-rearrangiertes Mini-Locas Jefchte I^Tinnsgen 
verwend* wW, ist das geeignete andere Transgen ein vollstflndig reairangiertea schwere 
Kette-Transgen. Es ist jedoch bevorzngt, daB das rearrange Transgen ein rearrangiertes 
ImnwiiglobaKn leichte Kette^Tiansgen umfaflt und daB das nicht^earrangierte Transgen ein 
Innrruitt^obuun schwere fotte^eiioirasches oder 1^-Lpcus-Tnmsgen umfaflt, insbesondere 
ein nichl-rearrangierte schwere Kette-Transgen mit assoaierten- A und Y-koiistante Regio- 



nal. 



Die KombiM^ Transgenic stellt bereit ein 

mittkres Mafran Drversntt in den PrimBxrepertoire-B^Zel^ So, obwohl die primfirc Diver- 
atftt an CDM, CDR2 und GDR3 in denr rearrangierten transgen fidert ist in der PrimSr- 
re^ire-B-Zene, stellt die primflre Diversitat an CDRl, CDR2 und CDR3 hergestejlt durch 
Reatimgawmt des nlcht-rearnmgiertra : Transgens eine Population des Primfcrepertoires von 
B-Zellen bereit mit grOfierer potentieller Diverah* als der B-ZeU-Klon; erhalten dutch Ver- 
wendung von rearrangierten 'schwere und leichte Transgenen. Solehe primate Diversitat stellt 
eine verbreiterte seknadarc Dtvenatat bereit, wenn solehe Zdlen auf Fiemdantigene antwor- 
tennu^bsomatischer Mutation. : 
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orauren oto bestamnte Sequcmen duvon bd opfinate AneinanrWn,, 



Die Nucl 



men DNA-Sequenzen in A " lm ^^ ^ 



grwand vnd, wo notwcndig, zwei r^*ddierende Regionen verbundm sind, aiieman- 
: iapaaead und im Iiserasttt. Fttr JK^^ arigt in ppcrativer Weise 

verpunden an, daB die Stqpaaea^ia 1^ sind, dfr Klassw m 
bewirken. 

Im nachfolgenden und in den Beispielen vexsteht es dch nochnals, dafl in dem Mafi, dafl 
Material nichl in dqtktem Zusammcnhang stent mit den angehSngten AnsprOchm, dieses zur 
Eilflutening dient 

Eine bevocziigte Aiisiulmiings&na 
Tnmsgois, besclniebenta^ 

Kopie des Transgens beschrieben in BeJspiel 16 und der Nacbkommc gezOchtet mit dem JH- 
deletierten Her beschrieben in den Beispielen 9 und 12, Die Tier* werden zur Homozygotie 
gezOchtet fflr jede dieser drei Egenschaften. Sokhe tioehaben den.folgenden Genotyp: eine 
emzelne Kopie (pre Haplot«)<nroinosomen) eines menschliche schwere Kete-nichtW 
rangierten Mini-Locus (beschrkben in BcispieJ 14\ eine einzelne Kopie (pro Haploryp von 
Chromosomen) eines rearrangierten humane K-leichte Kette-Konstrukts (beschrieben in Bei- 
spid 16) eine l>deticn an jedem end^ 

nellen JH-Segmente beseitigt (beschrieben in Beispielen 9 und 12) ■ Solehe Tien, werden 
gezOchtet mit Mausen, die homozygot sind ffir die Deletion der JH-Segracnte (Beispiele 9 
und 12) urn Nacbjconunenschaft hexvorzubringen, die homozygot 1st fur die JH-Deletion und 
hemizygot fur die humanen schwere und tetchte Kette-Konstaicte. Die lesidtierenden Tiere 
werden immumsieit mit Antigenen und verwendet zur Herstellung von humanen monoklona- : 
len AntikOrper gegen diese Antigene. 

B-Zellen isoliert aus sokh rinem Tier sind monospezifisoh im Hinblick anf die humanen 
schwere und kdchte Ketten, da sie nur eine einzelne Kopie jedes Gens en&alten. WeSterhin 
• werden sie monospezifisch sein im Hinblick auf humane oder Msus^hwere Ketten, da beide 
en^ogenen Maus*chwere Kette-Genkopien nicht funknonell sind aufgrond der Deletion, die 
die JH-Region flbersparmt, die gemflfl Bdspieien 9 und 12 eingefuhrt wird. Weiterhin wnd 
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locate Kctten. da die E»pi^ ra der daa^ Ronie d« f™.^ V 

—****«>«aw «wa i t u mgftnL Worn cm zum Rewirk™ . v*i 

igu von IgM afcge, Tfcn^ m d* ta^^ ^ 

^a b e^ 2% , vw ^^ to8 ^^^ 




Ju^L ****** ***m. Die* ^ Lnxnungloboline 

Mitogen (Lektiae «» Phtfolacca ameiicaa) •• ^wJLT* 
SpennwaVMy^obn^Infh^; A. 
bis |afc< oder^fdrv^^^ A ^^^ I0V '^»^ io-V' 




Obwohlvomehend^.tev^ 



L Transgeoe Tiere mh efoem . ^-reanangiertei schwore und ieanangiertei ldchte 
Immunglobolin-TransgoL 

- 0. Transgcne Tiere mit einem nlcht-rcanangicrten schwcrc und niclrt-ieanangierten leichtc 
Inwniinglobulm-Traiiagea 

H£ Transgene mit rearrangloten schwere nnd etnem nicht-rcairangiertcn ldchte 
Inwmmgiolmlin-Traasgcn, und 

IV. Transgene llere mit rcannnglcrten schwere.und reanogiateii leicfate Immunglobulin- 
Tratwgenen. 

Von diesen Katergorien des transgeiten Tines ist die bevorzngte Reflwnfolge: I>II>m>lV. 
Inneihiilb diesei Kateg^ des ^ 

nenbevon^&lcliebeyoizugtenAiisfUhn^ . 



(a) Beispidlund2oderl9iird20Ti« 

(b) BeisjrieIloderl9Frag^ 

(c) Beispiel 5 (H,I oder J) oder 14, 17oder21 Tier gczQchtrt mit Beispiel 7 ode? 16Tier. 

(d) Beispiel 5(B) oder 14 

(e) Jedes der vorstenenden gezOchtet irdt dem Tier am Beispiel 9 oder. 11, 12 oder 13. 
Besordos bevorzugte AusfDhn^^ 

dem Tier seas Beispiel '"9 oder 12 oder 13. 



KategorjeJi, 



(a) Beispiel 1,2^ 19odw20TWg«flcb^ 

(b) Fragment in Beispiel 1 oder 19 fcoirrfiztert mit Fragment in Beispiel 2 oder 20. 



B J^T^ ^ 14 ' 17 0da21 T ";^^***« 6 (B, C Oder D) 

(d) *im^5(H)otol41^^ 
(e) 

(0 TxervoaBcMcl 3.4.220^23^^^^ $ (H, I oder J) oder 14 
17 odcr 21. 



(a) Beispiel 3, 4. 22 oder 23 Tier gBfldtfrtinhBdquel 8 oder 15 Tier. 

(b) B^dSoderanagmentko^izi^ 

(c) ^6(B.Cc^D)«ierl6Tierge^ 

(d) 6(B) oder 15 Kon^ 

(e) Jedesder vwstdieiHlge^^ 



W ^ervonBeis^ 

(b) Rmstndd vonBeispiel 7 oder WWnjiziertipit 8 ^ ^ 

( c ) J <^d«TOsldieirf 

MATRRlAr.Ti N p MFlTTnTTm 



ber. Washington. D A 19*7; Zjflstra et aL;, 1989, Nature. 342. 43M38 und 5 ' 

Scnwarteberg P, ietaL, 1989, Science, 246,799^803)/. 



DNA^ojienin^^ Sambiook ct nL, in Molwular 

gonhvALab^ 

. Spring Hari»r.N.Y. 

OUgonuclcotidc werden ^iflii^ auf dnem Applied Biosystems<)Ugdnu^ 
sizer gemafi Aiiletang b<ffdtgestelh vom Hosteller. 

HyWddma^en iBid Antikflrper werden manipuliert geralfl "Antibodies: A Laboratory 
M^EdHariowundDava 

.. BETSPIKT I V 

Dieses Befapiel bes^ 

schwere KetteJminunglo^ das mikroinjiziert wild in eke Maus-Zygote. 

Kerne werden isoUert aus Kschcm menscWichen Pbzentagcwcbc gemafi Manduff WJ et 
al., 1985, Traiisafrrion and Translation; A Practical Approach 11 , B.D. Hammes und SJ. 
Kggms. Herausgeber, Seiten 89-129, IRL Press. Oxford). Die isolierten Kerne (oder PBS- 
gewaschene menscbJiche Spennien) werden eingebettet in erne iriedrig^binelzende Agaro- 
sematdx und lysiert mit EDTA und Proteinase K zum Freisetzen von DNA hohen Molefcu- 
laxg^chts, die dann in der Agarose mit Restriknonsenzym NotI verdaat wird gemafl rvt 
. Finney b Current Protocols in Molecular Biology (F. Ausubd et aL, Herausgeber John Wiley 
& Soils, Sui^ 4, 1988/Section 15.1). • 

Die Notl-verdaute DNA wird dann fraktioniert durch Weciselfelclgdelelcriophorese wie 
besenriebenbei AnandR. etaU989^^ 

reich^ FraWonen werden untemcht durch Sonthem-Hybriaulerung ^ 
oder mehrerer der Sequenzeh codiert von diesem Fragment Solche Sequenzen schtieBen ein 
die sclrwere Ket^DrSegr^ ^ mrf T ^onstarrte Region zusatnmen mit Ver- 

tretem aller 6 VH-Famflien (obwobl dieseyFngmem iomMzfcrt wird ids 670 kb Fragment 
aus HeLa-Zelien von Berman et aL, 1988, supra, haben wir es als 830 kb Fragment gefunden • 
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Emlayos^evoistdiendbeschriebea : 
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fedieV-Segmente). 

» *» -i cmes oitt^Uigeb Mausembiyos * 

*» 50K to ^te.fa, r ^ & ^ 

tat.**, j*. to hldi-hpii to VJ^i,,,,,,^ ^ 

.50* V « W-Vrt^ta, b^**^ ^ ^ ^ 
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abhfingig von do- Orientienmg des 570 kb Notl-Fragmcnts rclativ zur Position des 1 10 kb 
Spcl-Fragments. DNA wild isoliett aus den rcsuMerenden transgenen Tieren und diese Tiere, 
von dcncn durch Soutbem-Blot-H>ijriddacfm daB sic beide Transgene 

enthalten, , speacll, diese tiere, mil sowohl mehrfachen humaaen V-Segmenten als auch 
5 human cn konstante Region-Genen) werden imtersucht auf ihre Ffihigkeit, humane Immun- 
globxxlin-MolckfllezucxprimiCTei, 

BEI5PIEL3 
. Genamisches K^eicto 
10 gebildct durch fa Wvo homologo Rckombination 

. Etne Karte dcr humanen K-leicbten Kette ist beschriebcn worden in Lorenz W. ct aL, 1987, 
Nucl. Acids Res., 15, 9667-9677, uwlbtinRg. 11 gcTcigt 

15 Em450kbXhoIbisNotf-Fragment,das 

destens 5 vcrschiedene V-Segmente dnschlicBt (a) wird isoliert und mikroinjiziert in den 
KemeineseinzelHgenEmbiyo^ 

; BEISPTBL4 

20 Qcnomi3chesK-4eichte Kette humanesIg-Transgen 

gebildct durch fa vfro homologc Rrirombmatifln 

Ein 750 kb Mlul bis Notl-Fragment, das alle vorhergehenden und weiteriiin mindestens 20 
weitcre V-Segmente (b) umfeBt, wird isolicrt wie beschrieben in Beispiel 1 (vgl. Fig. 1 1) und 
25 venlautnutBssHKzurH^ 

Das 450 Kb Xhol bis Nod-Fragment (a) und zmatzlich das ungefflhr 400 kb MM bis BssHII- 
Fragmeat (c) hab<m Sequaizilberlapptmg d 

stellen gezeigt in Fig. 11. Hoxnologe Rekombination dieser beiden Fragmente nach Mikroin- 
30 jektion in eine Mauszygote flihrt zu rinem Transgen tnit mindestens 15 bis 20 weiteren V- 
Segmente im Vcrgleich zu denj enigen im 450 kb Xhol/Notl-Fragment (Beispiel 3). 



. 



5 



zur 



. A- Kbnstrirtrtfan vmi priP| m $ < 
10. JMe 01igaiuialootide.sind: 



o^i err qao ccc ooc taa toa oooooc tit nr tto gat act oca 

GCC-3V 
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I* AAT TAO COO OCO CAC TAG TAC CCO TAA OCTWOTACCWOQA 



30 



Picses Haanid eathfllt dn« ^Ben Polylu^.^ ^ 



SegnOta^ 

Toxizkttt der Insert^eqiienze& 

riert zwischen das AmpicilliihRcsistenzgcn and dea PolyUnkcr. Dies vcnniiwiert wdterhin 
die Toxirittt assoziiert mit bestimmtcn Inserts dmch Verfriodem der fort gcsemgn T Waim ^ 
tiondurdidieAnipicilliiHPr^ 

10 PlasmMpGKistabgei^ 

in dem PolyUnkcr. pGPl wild vcidaut mit Mlul und Spcl zum Schneiden der Erkamnngsse- 
quenzenimPolylinker-TeUdesPlasmids, 

. Die folgenden Adaptat^fcgoiuidcot^ 
15 dung von pGP2. 

5 1 COC OTO OCC OCA ATO GCC A 3' 1 
5' CTA GTO OCC ATT GCO OCC A3' 

20 pGP2 ist identisch mit pGPl, jcdoch enthfilt es einc zus&tzlicfae Sfil-Stellc zwischen den 
Mlul- und Spel-Stellai. Dies erlaubt es, Inserts vollstfindig mit Sfil ebenso wie mit NotI her- 
auszuschneiden. 



25 



EiaeEnhancer-Seq^ 
schwere Kcttc-Konstrakte. 

Der schwere Kette-Region 3 , -Enhaneer bescihrid>en von S. Petterssbn et aL, 1990, Nature, 
30 344, 165-168, wirdisoliol und kloniert. Die Ratten-IgH 3'-Enhancer-Sequenz wild amplifi- 
ziert durcliPCR mit folgcnden ^ Oligonucleodden: 



5» CAG GAT CCA GAT ATC ACT ACC TGA AAC AGG OCT TOC 3' 
y GAG CAT OCA CAG GAC CTG GAG CAC ACA CAG.CCT TCC 3' 



Die so gebudete dpRpdstrtngige DNA, die den S^Enhancer. codiert, wird geschnitteii mit 
BanimuhdSpHm^^ 
. .Enhancer 3% 

C. Klonienme der Hrnmnwi T -|'-Rrgimi 

; Em wesentlicher Teil dieser Region wW kionieit dmch Kombinieren zwcier oder mebrerer 
-ftagmente isoliert bus X-Phagen-Inserts; vgL Fig. 14. 

Bin 6,3 kb Bainffl^findm-Fragmenl, das aUe humanen J-Segmente (Matsoda et aL, 1988, 
EMBO J, 7. 1047-1051; Ravetech et al, 1981, Cell, 27, 583-591) wird isoHert aus mensch- 
licher ge noml ac her DNA-Biblicrtbek rater Verwendung des Oligonudeotids GGA CTG TOT 
CCC TGt GTG ATG CTT TTG ATG TCT GOG GCCAAG. 

Ein angrenzendes 10 14 HuidlIKBamn.Fiaginent mh Enhancer, ftassenwcchsel und ton- 
stante Rcgion-codicrendc Exons (Yaari et al, 1989, Eur. J. IiimiunoL. 19, 1399-1403) wird in 
flhnlicher Weise isoliert mit dem Oligooucleotid: 

CAC CAA GTT GAC CTG CCT OCT CAC AGA CCT GAC CAC CTA TGA 

Ein angrcnzaidea 3' 1,5 kb Bamm^iagment wird in flhnlicher Weise isoliert mit dem Hon 
pMUM-Insert als Sonde (pMUM fct ek 4 kb EwRramdin-Fragment bus menschlicher 
genomisdierDNA-Bftlion^mhQIigfmTi^^^. 

CCT GTG GAC CAC CGC CTC CAC CtT CAT 

CGT CCT.CTT CCT CCT ; . 

> Membran Ew>n 1) mid Jdanlert in pUC19, 



pGPlwiidverdrt 

• behandelt 



Fragment© (a) und (b) aus Fig. 14 werden Uqniert in verdautem pGPl . Bin Klbn wild dann 
isoliert, der so oricntiert fet, daB die S^Bamffl-Stelle zerstflrt wild durch BamHI/Bgl-FusioiL 
Erwirdidentifi^ 15). pMU wird vcrdaut mit Bamffi und Fragment (c) 

mis Fig. 14 wild insdricrt Die Oriearicrung wird QbwprOft durch Hindm-Verdan. Das resul- 
tierende Plasmid pfflOl (Fig. IS) cntfafilt dn 18 kb Insert, das die J- und Cy-Segmente 
codfcrt 

pOPl wird verdant mit BamHI und Hindm und sodann mit Kalbsdarm-alkalischer Phospha- 
tase bchandclt (rig. 14). Das so behandelte Fragment (b) von Fig. 14 und Fragmcait (c) von 
Fig. 14 werden kloniert in den Bamm/ffindm-^eschnitteaea pGPl. Korrekte Qrientierung 
des Fragments (c) wild Oberp^ 
12 kb Insert, das die Cy-Region codiert 

AndetradtswiidpHIGl 9 d^ 18 U, 

Insert mit einer Sfil 3-Stelle und ciner Spel 5'-SteUe in einem Polylinker flankiert von Notl- 
Stelien eathfllt, vesrwendet ffir reanangiertc VDJ-Segmente. pCONl ist identisch ausgenom- 
men, jedoch fehlt ihm die J-Region und es enthfllt nnr da 12 kb Insert Die Verwendung von 
pCONl bei der Konstruktion des Fragments mit rearrangierten VDJ-Segmenten wird nach- 
stehead beschrieben. 

E. Kl6menmgvony>l k»n^iiWT?f>yinnr p P^) 

IMeKJonienm^ 

Yamaraura et aL. 1986, Prop. Natl Acad. Sd. USA, 83, 2152-2156, beschrieben die Expres- 
sion von Membran-gebundenen humanen y-1 von einem Transgen-Konstrukt, das bd der 
Integration teilweise deletiert warden war. Dure Ergebnisse zeigen, dafi die 3' BamHI-StelJe 



■ erne Sequenz begraizt, die die Tnm S n^ TOraag i ate and kfcss^e^te Kopie 
to r^^einemV<^ 

Seq ° aa ^ncnd W^r als 5 kb vbm 5«.Ende des cntea y-1 konstanten 
^ De ^tosieeh«eschW ^ 

auch, dafidieses Fntfne* die MassaiwecBseJ^ enthfih. Dieses Fn^nent zusannnen 
^den.VkbHbdnitoBaaffl.F^ 



Pbagen-Kloae der 

nucleotid, welches spei^igtftr.dasdritte^von^l (CH3). 

5» TGA OOC ACG AAO ACQ CTG AGO TCA ACT TCA ACT GGT ACQ TOG 3' 

Em : 7,7 kb HmdDI Ws BgUtF^nent (Ffagment <a) in Fig. 16) wirf ^ „ 
Hmdfflmgin geschnitiaienpREa untcr BBdung votipREGl. Das sJnnnaufWftrts liegende 5,3 
kb ffindm-Fngmerf (Fragment (b) in Fig. 16) wW klomert in Hindm-verdautea pREGl 
uiiterBildungvonpI^lKon^ 

F. Kombinifmi vnn Oy ^ 

Das vbrstAend beschriebene Plasnrid pfflQl.enmfflt menschKche J-Segmente und die Cp 
kon^RegionExons.ZorHeB^ 

aegmenten wurde pfflGl mit Sfil vadaut (Fig. i 5). Das Ptamrfd pREG2 wurde auch verdaut ■ 
oh Sffl unter Bildung dnes 13^ 1± Inserts ndtm^ 

Enhancer-Sequenz. Diese Seauenzen wurfen tonbmiert unter Bijdong des Plasmids pHIG3' 
(Fig. 17) mit den menscMchen J^egmemen, dex menschHcben Cu konstanten Region, der 
mcnsclmcbenCT-11^^ 

Em.rweites.PJasnud.d^m 

wild konsmriert dumb Venian von pCONl mit SSI und KomHaieien dessen mit dem Sffl- 
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Fragment mit dcr menschHchen Cyl-Rcgion und dem Ratten^Enhahcer durch Vcrdau von 
pRE02 mit Sfil. Das resuhierende Plasmid, pCON (Fig. 17) cnlhfih ein 26 kb Notl/Spel- 
Insert mit menschlicfaem Qi, menschlichem yl und der Ratten-3'-Enhancer-SequeD2. 

Strategic zurKloiderung von mensch^ 
Klone bos der menschlichen genomischen Biblipthek mit D-Segmenten werden identifiziert 
und isoliert mit Sandenmoleklllen spezifisch fflr Diversitatsiegion-Sequenzen (Y. Ichihara et 
10 aL v 1988,EMBOJ;7,414M150).DiefblgendenO 

DXP 1: 5*- TGO TAT TAC TAT GOT TCO OGG AOT TAT TAT AAC C AC AOT GTC - 

DXP4: 5 , -GCCTOAAATGGAGCCT^ 
15 y 

PN4: 5 - GCA GGG AGO ACA TGT TTA GGA TCT GAG GCC GC A CCT GAC ACC - 

y 



Em 52 kb Xhol-Fragment (Fragment (b) in Fig. 18) mit DLR1, DXP1, DXPl und DAI wird 
20 isoliert aus einemPhagcn-Klon, der mkOligoDXPl identifiziert wurdc. 



Ein 3,2 kb Xbal-Fragment (Fragment (c) in Fig. 18) mit DXP4, DA4 und DK4 wird isoliert 
ausememPhagenJCl^ 



25 Fragmente (b), (c) und (d) aus Fig. 18 werden vereintgt undkloniert in die Xbal/Xhol-Stelle 
von pGPl unter Bildimg von 

Diese Klonienmg wild nacheinander durchgeftihrt Zunflcfast werden das 5,2 kb Fragment (b) 
in Fig. 18 und das 2,2 kb Fragment (d) von Fig. 18 mit Kalbsdarm-alkalischer Phosphatase 
30 beh^elt undklomert mpGPl, das mitXhoIund Xbal verdmxt wurde. Die erf&tenen Klone 
werden gescreent mit dem 5,2 und 2£ kb Insert Die Hfilfte der positiv getesteten Klone mit 
den 5,2 und 2,2 kb Inserts haben das 5,2 kb Insert in der konckten Orientiening wie dutch! 
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von 



BamHI-Verdau bestjmmt wade. Das 3,2 1$ Xbal-Fiagmeat ans Fig. 18 wird dann kloniert 
d» PJa Sn ^2 W «he n ^ die Fragmente ^ (d) ^ _ 

lfflG2(T^. Dieses Pl^eatMt 
.^^^Sffl^und^ 
%Jdert vonNdtf-Steiien. 

R Konstmlrtimt figt^^g^ ' ' • . 

Nachfolge^wWdfc 

ben, der ein oder mehrcrc V-Segmente mAqft 

mitdcmfblgmidenOIigomicIcotid: 

5"- OAT CCT GGT TTA OTT AAA GAG GAT TTT ATT CAC CCC TOT OTC -3' 

^^Mrildions^^ 
e^gerRestrildipnssdmto^ 

etwa.2 1* dem nicte^emaagieitm V^egme* zusannneninitdan 5'- und 3Vflankiere* 
zea.MdfluenddfcS'.flanki^ 

befcrn, Dieses ungefihr 3,6 kb V-Segment -Insert vriid Jdoniert in dea Polylinker von pGB2 
unto BUdung von pVHl. 

P™^v«dautnnts^ 

v«m P mG2«nt e rBiId na gvonpmG5'.I)apffl^ 
^PHKB^dem 

PHIG5 hat eine Grtfle Von 1 0,6 kb und »Mchdie(fcto 

Das Insert von pHKJS wird herausgesc^ durch Verdau nit NptI und Spel und isoliert. 
pHIGS' not Cu- und (^rl-Segnuinte; wird verdaut niit Spelund NotI und das 3' kb Frag- 
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ment n* solehen Sequent und to Ratten* VEnhaac^r^ wird isoiiert Diese beide* 
Fn^mente werien v^ ^ ^ m m^^ pOPl uoter Bikhmg von p HIG 

air Grille des V^egmmt-Insots.. 



Wem ™^Ab^ 

45 kb, wenn dn tiazelnes V-Segment vawendet wi«L Diesc Insert-Grille 1st am oder nafae 
to (to dcssen, was Went in Ha^Vckte^ kloni«t werien kann. Um die Verwcn- 
dung dne, grfll^ AnzaU an V^egnie^ 

hontolog. RdcombinationObe^ ^ ^ 

RekombinationfadnerZ^ 

cer-Sea^; die. menscUichen Cu, die me^dJkhen Oy. humane J-Scgrnortc, humane D- 
Segmente uiid ebe Vielzahl ^ 

^^BamHw^ 

F * 14 )^H°nierttaM^ 

5*- OAT CCA AGC ACT -3' 
5 - CTA OAC TOC TTG -3* 
5*- CGC GTC OAA CTA -3' 
5*- AOC TTAOTT CGA -3' 

Das xesultierende Plasmid wild als pHK}5*0 (Oberlappung) bezeichnet Das in diesem Pks- 
m,d enmaltene Insert enthafthmnane V-, D- und J-Segmente. Bei Verwendung des einzelnen 
Y-Segmems ans pVHl, hat dies* Inserts eine(h^ vonu 0 ge^l7Jcb2us a t2Uch 2U 2kb 
Dieses Insert whdisoliert und 

yl und Ratten.S^Qrfmcerfeqaen^ enfiudten Inmnrne J-Segmente 

dieungefffl^kbtoDb^ 
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A. KtmstnAtion vnn pB f i1 



ItoKbnslnikto istdargestefltkKg.21.DerMra^^ 
isoliert ans dem Xbal Us EcoRI 678 bp Fragment (J. Banerji ct aL, 1983. Cell, 33, 729-740) 
.ausPhagcn-ffloirainhfoIgca4emGligo: - 



10 5 V GAA TGG GAG TOA GOC TCT CTC ATA CCC TAT TCA GAA CTG ACT -3* 

Dieses En-Fragment wird klooiert in den EcoRV/Xbrl-verdanten pGPI durch GIott-End-Auf- 
iulhmg (Unitt end filling da 

15 B. Konstuktinn ries K-lrichte g^MfrLT^ 

Das K-Konstxukt enthfllt min ri cftf e n a ein humanes V.-Segment, alle fflnf humanen J B -Seg- 
inenle, den hnrnteen J^-Enhanc^ 

den humanen 3'-K-Erdiancer (K. Meyer et al., 1989, EMBO J„ 8, 1959-1964). Der K-Enban- 
cer in der Mans liegt 9 .1* stromabwfirts von C*. Er ist jedoch Ms jetzt im Menschen nicht 
identifiziert. ZusaTzUch errthfllt das Konstrukt erne Kopie des Mans schwere Kctte-J-Cji- 
, Enhancers. 



Dei Mini-Locus wild konstnriert ans 4 BestandteO-Fragmenten: 

(a) Ein 16 kb Smal-Fnigment, das das humane C^-Exon und den 3' humanen Enhancer ent- 
hfllt mit Analogie mh dem Maiw-Locus (Fragment (a) in Fig. 20); 



30 



(b) Ein 5* angrennndes 5 kb Smal-Fragment, das alle 5 J-Segmente enlhfllt (Fragment (b) in 
Fig.20)j '.- '.. V 



(d) Em Pngment mit emem Wmdaro v^bbh^ tv--. ^ 

n»*a tegesteDt Humane Ptaada-DHA wird veriant mit Smal und fc^bnW JT^ 

BamHlveriameDNAentl^ V : ^^^^~**<H*i 



IS 



^KtoSartJtMm^^^ lambda FIX fflta^ t 

P»IJgatioa der 16 kb Swd-FtASm tasaA 




WellkbBamffl-FndctiMwmiidmjiertm^ 
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5 " C ^ TOO CTO CAC CA^CTO TCT TCA TCT TCC CGC 
EmiettXW^da,^^^ . 
.22. '. ■ " a ™^ w ™PKaplgenannt ; vgl.Fig. 

uauamatn emes U kb KJons entsprecliend dem Frag- 



ment (d) von Kg. 20, Ein 5 kb Smal-Fragroent (Fragment (b) in Fig. 20) wird subkloniert und 
nachfolgend inseriert in den mit Smat verdautan pKapl. Diese. Hamride, die die koirekte 
Orientienmg der Wegmente, Cic und des Eu-Enbancen enmalten, werden pKep2 genannt 

Eta oder mehrere VK^gmente werden danach subkloniert in die MluI-StcUe von pKan2 
unter Bildung des Plasmids pKapH, das die menschlichen Vc-Segmente, die. menschlichen 
JK-Segmente, die menschlichen Cx-Segmente und den menschlichen En-Enhancer codiert 
Dieses Insert wird hentogeschnitten dutch Verdsu von pKapH mit Noll und aufgereinigt 
durch AgaroaegeJelektrophorese, Das gereinlgte Insert wild in den Pronucleus einer Mauszy- 

iiziert. 



C. Koiiatn i lrtion fines K-lrichm Krtr^Mini.T.ocmi dim* fa vfrn h**,* ^ n^nmhin,^ . 

Das 1 1 kb BamM-Fragment (Fragment (d) in Tig. 20) wird Moirfert m den Bamffl-veidauten 
pOPl, so dafl das S'-Ende air Sffl-Stelle gerichtet ist Das resuMerende Plasmid wird 
pKAPint genannt Bin Oder menrere Vic-Segmente Werden inseriert in den Polylinker zwi- 
schen die BamHI- and Spd-Stellen in pKAPint zur Bildung von pKepHV. Das Insert von 
pKapHV wird herausgesennitten durch Verdan nrit Nofl und aufeereinigt Das Insert von 
pKap2 wird herausgeschnitlen durch Verdan mit Nofl und aufgercinigt Jedes dieser Frag- 
mentc enthfllt Homotogie-Reghinen, well das Fragment bus pKapHV eine 5 Kb DNA- 
Sequenz enthfflt, die die J K -Segmente einschliefit, und die im wesendkhen bomolog sind zu 
dem 5 kb Smal-Fragment, das in dem aus pKap2 erhahenen Insert enthalten ist Diese Inserts 
sind als solcfae in der Lage, bomolog zu rekombiniercn. bei Mikroinjektion in eine Mauszy- 
gote unter Bildung etnes Transgens, das V^J, und codiert. 

D. KonstruklicmeinesK^eichteKett^ 

svnthetischen VK-Rgginn-PrarnnBtitg ^rnmwi mit | M Vh^ j Crtte-Tr-lfft p^^ 

Synmetische VK-Region-Fragmente werden erzeugt und isoliert wie vontehend rjeschrieben. 
Diese DNA-Fragmente werden koinjiziert ndt dem autgerdnigten NotWnsert des Plasmids 
pKap2 oder des Plasmids pKapH. Die koinjizierten D^ragmente werden inseriert in eine 
einzige Stelle im Chromosoin. Einlge der resiiMerenden Transgene werden transgene Inserts 
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BHSHHj 
gaumiischerKl» 



2^**--^ B^Zefle, die das ke™^ 

InannnglolmUn cxprimiercn. Von diesen via- K™a* . 



. 5^oeTACACTOAWACT<KKATOCOCCCCCCCCCCO- 



Die doppelstrtagige cDNA wird isoliert und zur Bestunmung der Nucleotidsequenz des 5'- 
Endes der mRNAs verwendet, die die schweren mid Wchton Kctten des exprimierten 
Immunglobulin-Molekllls codieren. Ocnomische Klone dieser exprimierten Gene werden 
dann isolicrt Dai Verfihren znm KJonieren der oprimieten leichten Kette-Gene wird nach- 
stehendroBerlButert 

B. Leichte Kettp 

Die in A bescbriebene doppebtrangige cDNA beschrieben in Teil A wird denaturiert und als 
Template fttr eine dritte Runde der DNA-Synthese mh folgendem OUgomicIeotid-Primer 
verwendet: 

5'- OTA COC CAT ATC AQC TOO ATG AAO TCA TCA GAT GGC GGG AAG 
ATG AAG ACA GAT GOT OCA -3* 

Dieser Primer enmllt. speoflscfae Sequenzen for den konstanten Teil der K-leichto Kette- 
mRNA (message) (TCA TCA GAT GGC GOG AAO ATO AAO ACA OAT GOT OCA) 
ebenso wie einzigartige Sequenzen, die als Primer fflr die PCR-Amplifikation des neu syn- 
thetisierten DNA-Stranges (OTA CGC CAT ATC AGC TGO ATO AAG) verwendet werden 
kflnnen. Die Sequenz wird durch PCR amplifiziert mit folgenden zwei Oligomicfeotid-Pri- 
mem: . • 

5*- GAG GTA CAC TGA CAT ACT GGC ATG 4* 
5'- GTA COC CAT ATC AGC TGG ATG AAG -3' 

Die PCR-amplifizierre Sequenz wird dam aufgereinigt durch Geieiektrophorese und verwen- 
det als Template fflr die Didesoxy-Sequenzienmgen nut folgendem Oligonucleotid als Pri- 
mer • 

5' - GAG GTA CAC TGA CAT ACT GGC ATG -3' 



gatatpwo: ' ■ »^.»W•»lM4bwd,B C0 ^ - 



.KBDB^I':. 
>*«nig von genmitaota, Kb,^ enaptdmid- 



spiel beschriebene VetfihiengestatWdaseffe^ Kopjj ^ 

y-schwOTKette-Gcns. 



. GemfiB Bcispicl 7, Teil A wild doppelsMngige cDNA bergestellt und isoUert Die doppcl- 
strflngige cDNAIiral deoaturiert und als Template fur eine dritte Runde der DNA-Syntheso 
mhfblgemiemOUgonucto^ • 

5'- GTA COC CAT ATC AGC TO G ATO AAOACA GGA GAC GAG GGG GAA 
AAG GOT TGG GGC GGA TGC -3* 

Diescr Primer cnlhflh Sequenzcn, die spezifisch ffeden kcnstauten Tefl der ji-schwere Kette- 
mRNA (message) (ACA GGA GAC GAG 000 GAA AAG GOT TOO GGC GGA TGC) 
sind ebeoso vde. cinrigartlge Seqncnzra, die als Primer fur die POl-Amplifacatibn des neu 
synthetisierten DNA-Stranges (OTA CGC CAT ATC AGC TOG ATO AAG) verwendet 
warden kOnnen. Die Sequenz wild ampli&dert durch PCR mit folgenden zwei OUgonucleo- 
tid-Primern: 

GAG GTA CAC TGA CAT ACT GGC ATG -3' 
y- GTA CTC CAT ATC AGC TOG ATO AAG -3 1 

Die PCR^miplifizierto Sequenz wird dann aufgereinigt durch Oelelektrophorcsc und verwen- 
det als Template fur die Didesoxy-Sequcnzienmgen mit folgendem Oligonucleotid ols Pri- 
men 

5* - GAG GTA CAC TGA CAT ACT GGC ATG - 3' 

Die ersten 42 Nucleotide der Sequenz werdea dann zor Synthese ekes dnzigartigen Son- 
demnblekflls zum Isoimen des Gens verwendet, von dem die ImmuiigiobuIinHnRNA 
(message) transkribiert wurde. Dieses eyntbetische 42 Nucleotide DNA^egment wird nach- 
stehend als o-ji bezeichnet 

En Southern-Blot von DNA isoliert aiis der Ig-exprimierenden Zellinie und einzeln sowie in 
paarweiser Kambinatkm vertautrnh mehreren untencbiedlichea Resbiktionseodonucleasen 
eteschhefllich Mlul (Mlul ist ein selten sclmeidendes Enzym, das zwischen dem J-Segment 



um av <> "m «L» ' . * und gesdmittcn. 

mcat-«ithalteade Hone w*rrf*n i«*k— ' V . ^ V-S$g- 

■ wpu suwoomert in das Mlul- oder Mhil/S«*r 

. BHSHELi 

Dieses BeMd bescbefl* die Deletion des endogenen Maus-edmae Kef^i . . 

to, n& press, W«shiii^o^).C, ^^^^ P iac ^ CB ' Wnwcai EJ. Robertson, Herausge- 

"amaanaiescnwereKette J-Segmente deletieit ^ 

»m eriblgrdchen Oen-Reanangemem am ^ Kette-W Die ft^i, 7 

B.ldung des Wasmid. pop,,,. Die*s Plasaid ^ JTau^ 



.♦•..'V ■ • 
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ZurHersteUungvonS^ 
Maus-OcnopM wcrdra gcnomische Klono 

die aus nicht*lymplu)idalcm Ocwcbe (wie Leber) abgeleitet ist Es wird das J„-spczifischo 
OUgomicleotid^ondomol^ 

s;-v ... • ' ' . ; ' ; . -V. . ■ " .* / / . . . ../ ' .■ ■ 

y - GOT CTA TOA TAG TOT GAp TAC TTT GAC TAC TGG GGC CAA GGC -3' 

Ein 3,5 kb Kpnl- bis EcoRI-Fragment, das mit dlcscm SondcnmolckW hybrid^ 
liert aus DNA, die sich aus pcurftiven Phagen^Klonen ableitet Dieses Fragment wird subkio 
10 rucrtinKpnl/EcoRI-vadautcmpGPldl ^ 

Neomydn-Resistcnz (Neo) und Herpes-Simplex Virus Thymidin-Kinase (TK-) Gene zur 
Araneistoflf-iSeldction von Rckombinantcn (M Capecchi, 1989, Science, 244, 1288-1292) 
werden dann folgendennaBen isoliert Das Plasmid pGEM7 (KJ1) (M A. Rudnicki, 3/15/89) 
IS wild mit Htndm verdant und die Eriideri geglfittct mit der Henow-Form yon DNA pol I. Die 
DNA wird daimgcschnittcn mat EcoRIun^ 

in Spbl/Nael-gcschnittencn pMKOl mit fblgendem OHgonuclcotid als Adaptor: 



y-MTTCATGO' 



Das resuWcrendc Plasmid wild als pMK02 bezeichncl Dieses Plasmid cntMlt das Neomy- 
cin-Resistenzgen fia^ 

allein kann verwendet werden zur Deletion des schwere Kette-Gens. Alteniativ kann das 
Herpes TIMJen hinzuge^^ 
25 homologcn Rjckombinationsereignisse in Neo-rtsistenten Klonen (Kl Capecchi, 1989, 
Science, 244, 1288-1292). Dies wird folgeodermafien durchgeftlhrt Das EcoRI bis Hindin 
PGKTK-Fragment von pGEM7 (TK) (MA, Rudnicki) wird isoliert und in die Kpnl -S telle . 
vonpMK02kloniertmitfblgeiklen 
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y-'AATraTAC-S 1 
5^AGCTGTAC-3' 



: DasresuMerende PI^ 

Zur *M .Vdarifng to Oi«i|^- *r.|i>^ fefambination wfad ein 
gmBes DNA-Segment, ^as homolog av Zielsequcaz ist, <u> das IfcmstrtttohWfflgt. mm- 
Kch dn Jtattft^, das «h dem^hcstd^ Cp^fisc^ 



5' - OCA TCC TOO AAO GTTCAG ATO AATACC 
TTO TAT OCA AAA TCC - 3' 

Dieses 12 to Fn^«^ 

Fngments, das das .5-.BpoRI.EDde umfiftt. Dieses 12 kb Fragment wird aus einer Mans- 
geaon^ in die EcoRl^tdle von P MK03 subkloniert 

Das iesattienade Plasmid wild beadchnetaisp\fK04. 

Das Insert yon pMK04 vrird isoliert dun* Verdau nut Not! and elektiopmiert in EWellen. 
Homotoge Retonbinationsklone wcnlcn isolieri and verwendet zum HenfeUen einer Jir 
cWetier^h^wiebeschriebenvon^u^ 

' BRTSPTRT Iff 

Deletion da MmivlciciitnKrftfvhfn. Rn| r mnh j n nfini l 



beschraTrtdfcDd^ondese^ 
ItelcomWiiation 



Eine D^Sequenz, die homolog ^fate, m das Mans<a BD ni M oi zum Deleteen dcr 
K-Ieiehto Kette' Icoostante Rcgios-Exons wild kpnstratert Die HasteUung dieses Kbnstrukts 
wirdnadistehenderiflutezt 



En 2 kb Bamlffl V»'^Tt^'Kbim9a^-wk f pC^ <TK) Sal (MA. 
Ruinicki, Whitehead Insiftate) wird isdiat and suljkimuert in Bamfflfiffl^edautem pGPl 

fblgendcmi 



10 



T< • • * ! t I ♦ * • 1 A * 

. y^AATTTIG-y . 

PaaresulticrendePlaanud^^^ 

Zur HosteUuog von Sequenzen, die homolog zur gewttnscbteti Zielsequenz des Maus- 
Genoms sind, werden gcnomischc KJonc aus dcr Mmia isoliert bus riner Phagen-Bibliotbek, 
die stch cms nicbt-lymplioidalem Gewebe (wic Leber) abldtet, mh dem MausMe-lelchte Kette- 
sp eafischen Oligo bezrfchnet ak (IMKCl dffl nachstehftnd finggftbTO 'fa; 

5 1 - OOC TO A TOC TQC ACCAACTOTATCCAT 
CTTCOCACCATCCAO-3 1 



DN A wird isoliert aus rx>sitiv^ 
15 H.G. Zacbau, 1983, NucL Acids Res., 11, 3631-3656), das niit dem Sondenmolekffl 0-MK3 
hyhridisrfert, wird isoliert Das Scmd^olckQl 0-MK3 hat fblgendc Sequenz: 

9 - CAT TCT GGG TAT GAA GAG CCC ACQ TAT 
CAA AGO TTA CAT TAG - 3 f 

'20.': / v- 
Dieses 2,3 kb Bglfl-Fragment wW subkloin 

Ende des Fragments an die Polyiinker Sfil-Stelle angrenzt Das xesultierende Plasmid wird 
bezdchhetalspKKOZ 

25 Das 4 kb SphI- bis Hpal-DNA-Fragment, das hybridisiert mit dem Oligonucleotid o-MKC 
wird isoliert aus positivem Phagen-Klan und subkloniert in EcoRV- bis SpW-verdautcn 
Plasmid pKKOZ Das resultienmdc Plasmid wird bczeiiAnetal3pKK03. 

Ein 2 kb Sail- Us EcoRI-Fragment von pGEM7 (KJ1) Sal (MA. Rudnicki, 3/15/89) wird 
30 isoliert und kloniert in die BssHH-Stelle des Plasmids pKK03 mit Linker-Adaptoren. 
Zunftctef wild em Gta^^ 
Fragment ligiert 
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r-CAGCGCGC-y 

s'-QAToacococro.y 

5*^AATraCOCQCTO-3' 
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ond ligiert mh BssHD- 
a!aj>KK04. 



aoaasui 

^^W^ttmwHrWrnlir n,n r , . — l>r1-r ml,l...,IT.... 



ren Marker neo ersetzt wild. 



Konstmhian a™ ^-Tnnrrtinfr Yrilioui 



£*T- ^mt acn, ^ ^ ^ ^ ^ ^ 
^ a*. a> w . * ^ „■ ta ai^^Ei. 



abgdeitet von der 3*-Region des Maus pgk-Ocns (PvuMDndm-iPragmcnt; Boer P.R et al, 
1990, Biochemical Genetics, 28, 299-308). Dieses Plasmid wurde verwendet als Ausgangs- 
punkt zur Kons*rakti6a des K-Targeting-Vdctois. Der crstc Schritt war^ Sequenzen homolog 
zum k-Locus 3* von dCTnm.FYpf^ hn^flc<^ V t i n <rrifrrn • 

Maus-KrKette-Se^ (Fig; 25a) wurden mis cincr genomiscben Phagen-BibUothek, die 
rich von Lcbcr-DN A ablehct, mit Oligonudeotid-SoiidcnmotekQlcn spczifisch ftr den Ck« 
Locus isoliert 

5* : GQC TGA TOC TGC ACCAAC TOT ATC CAT CTT CCC ACC ATC CAQ • y 
und flir das JKS-Gensegment 

5 f - CTC ACQ TTC GOT OCT OQO ACC AAG CTG GAG CTG AAA COT AAG - 3' 

Bin 8 ld> Bgin/Sad-Fragment, dad Qber das 3 f -Ende des Maus-Cic-Segmente hinousgeht; 
wurde isoliert aus einem poriti ven Phagen-KIon in zwet Stflckcn, als U kb Bgin/Sacl-Frag- 
ment und ein 6,8 kb Sad-Fragment und subkloniert in BglH/SacI-verdautem pOEM7 QUI). 
Es wird das Plasmid pNEO-K3' (Fig. 25b) gebildet 

Feroer wurde ein 1,2 kb EcoRI/Sphl-Fragment, das tlbcrdas 5 , -Ende der ^Region hinaus- 
geht, isoliert aus einem positive? Phagen-KJon, Bin SphKHM^gin^ 
ligiert an die Sphl-Stelle dieses Fragments. Das tesuhierende EcoRI-Fragment wurde ligicrt 
in EcoRI-vcrdautem pNEO-K3' in der gleichen 5 1 nach 3'^entierung wie das heo-Gen und 
den stromabwarts 3* K-Sequen2en.Es wurde daapNEO- 

Sodanh wurde das Herpes Smplex Vims (HSV) Thymi^^ Gen inseriert in das 

Konstrukt, urn die Anreichenmg von ES-Klonen mit homologcn Rekombinanten zu ennfig- 
lichen; ygL Mansour et al. (1988, Nature, 336, 348*352). Die HSV TK-Kassette wurde erhal- 
ten aus don Plasmid pGEM7 (TK) (MA Rudnicki), welches die Struktur-Sequenzen fQr das 
HSV TK-Gen enthflh cingeklammcrt vom Maus-pgk-Promotor und Polyadenylierungs- 
sequenzen wie vorstehend beschrieben * fQr pOEM7 (KJ1). Die EcoRI-Stclle von pGEM7 
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T^T^^— ^^^^^^ 

later p.v«-.il^_ ^T^T BBonnr to genomischcn k-Locus nach homo- 




i W lUMie boobo net nmedialb von 10-n Tun enl. 

^^^MleldU |b dbgDostischcm SradasnoleklU. Dieaes SoodeomolddU atamt em 3,7 



die die homologe Rekombtaation am Kappa-Locus angcbcndo 1,8 kb Xbal^ande. Dine 4 
• Klone. vvutden writer verdaut mit ^^inen Bgfll. Sad und PsU zam NachWeis, daB der 
Vektar aich homolog in ekes der Kappa-Allele integrfert 1^ Nach Behandlung mh dem 
diagnostischen 800 bp ^ EcoRWCtel^tagmeiit ab Sondenmolelcfll ergeben -Wildtyp-DNA- 
Ycidaus mh BgUL Sad und Psfl Fragment* von 4,1, 5,4 taw. 7 kb. Die Gegehwart eines 
getargeten (gezidten) KappfrAllels wQrde dutch Fragmente von 2,4, 7,5 W 5,7 kb (vgL. 
Fig. 2ia und e) a^gez^ vwden. ^ 

daa aigten die erwarteten Bgffl, Sad und PstI Restriktion?£ngaieiite, die due homologe 
Rftlrnmhinnti o n an der Kappa-lcichten Kette Bind. 

Bildung von Maraen. die rite inaHivW^gq pp^y^ 

Die 4 getargeten (geztelten) BS-Klone beschriebeo im vorherigen Absclinitt wuiden injiziert 
in C57Bl/fiJ-Blastocysten gcmflfl Bradley A; 1987, in Teratocarcinomas and Embryonic 
Stem Cells: A Practical Approach. EJ. Robertson, Herausgeber (Oxford: IRL Press), Seiten 
113-151. Die Blastocysteh werden transferiert in die OebSrmutter von pseudoschwangeren 
Weibcnen aim Eraeugen von chimaren Mflusen, die erne Mischung von Zellen darstellen 
abgeleitet aus den mngebrachten ES-Zellen und dem Wals-Blastocyst Chimare Here werden 
visueU identifmert durcb dio Gegenwart der Agutic-FeUfarbung abgeleitet von der ES- 
ZeUinie auf dem Hintergrund von schwarzen C57BI/67. Die Abl-ES^Zellen sind dne XY- 
ZelHnie, so werden mfinnlicho Chimflren gezuchtet mit C57BL/67 Weibcbcn und die Nach- 
kommen flberprQft auf die Gegenwart der -Ammiam^ 

zeigen die Keimbarmflbertragung des ES-Genoms an. Die Heterazygotlc von Agutie-Nach- 

koinmen fflr die Kappa-Kette-lMktrvierar^. wird bestldgt durch S<mthm-Blot-UiiteTOcliung 

vonDNA ans SdiwamMopsien mit dem diagnostischen Sondenmolekul, das aim Identifizle- 

ren yon getargeten (gczielten) ES-KIonen vdfwimdet 

vc*Hetenttygotmw 

dieKappa-Kerie-Kfatationsiiid. 



• ••• ! S 



v • . • * hi : 

•i 



tfondeleticrt 

rnso ersetzt wnnle. 
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15 . abSondehmoidcfli: "^ J ^^^pU a a m ^ aaUt 

/POEM7 omVDb Hbdm^De in pcZ^n ^ ^ «ch ab von den, Plasa , d 
■ ■ ^^^^ 

PUV» % & .en«ehtdasPfa^ pU c 18 Vaeo (Rg. 26b). 
weitere ^ Konstouktidn : do Twe^Vekto. »a - " ^ 



5* - GGC dOC TCG ACQ ATA GCC TC8 AGO CtA TAA ATC TAG AAG AAT 
AGC AAA OCT TTO GC - 3' 



Das resuMeiende Plasmid gcnannt pGMT wurde verwendet zum Aiifbau des Maus-Iminuii. 
globulin schwere Ketfo-T argeting-Konstnikts. 

Das Herpes Simplex Vims (HSV) TJ^nldto-ki^ (TK) Gen wurde integriert in das Kon- 
staiky um die Anreicheruag von ES^Klonen mit homologen IWranbinanten zu eimdgucben 
gemftB Mansour et aL (1988. Nature 336, 348-352). Das HSV TK Gen wurde erhaften aus 
don Plasmid pGEM7 (TK) dutch Verdau raft EcoRI and Hindni. Das TK DNAlFragmeiit . 
wurde subkloniert in die EcoRI- und Htodffl^teUen von pGMT. Es entsteht das Plasmid 
pOMT-TK (ng.26o). ' : 

For cine ausgedehnte Honwtogjeregion zur 2ldseqi»nz wurde ein 5,9 kb genomisches 
Xbid^I-Fnignuint 5» von der ^Region abgcleitet von cinem positiven genomischen Pha- 
gen-Klon dutch Iimffierten Verdau vonDNAmitXhoI und pardellem Verdau mif Xbalher- 
gesteHL Wie aus Fig. 26a und 26b ersichtlich tst ditse Xbal-SteUe nicht vorhanden in geno- 
mischer DNA, sondern vielmehr abgeldtet yon Phagen-Sequenzra, die direkt das klonierte 
goum^ sdrweie Kedo-Iiis^ 

subkloniert in XbaUXhoI-verdautem pOMT-TK. Es entsteht das Plasmid pGMT-TK-JhS' 
(Fig.26d). 

Der Iefzta Schritt der Konstiukto umMt dw 

aus pUC18 Vneo mif dem nee-Gen und. flankiercndcn geaomuchen Sequenzen. Dieses 
Fragment wurde geglattet dutch Klenow-Polyroeraac und subkloniert in die in fflinlicher 
yeise gegla^ Jttol-Steue von dGMT-TK^. Das resunkrende Konstrukt, J„K01 (Fig. 
26e), cnthfllt 6,9 kb genomischer Sequenzen, die den Jh-Locus flankieron mif einer 2,3 kb 
Deletion, die die '^Region umspamn, in die das neo-Gen raseriert wiirde. Fig. 25f zeigt die 
Stnitaur eines endogenen schwere Kette-Allels nach homologer Rekombination mit dem Tar- 
geting-Konstrukt 
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vonjcdem Klon wurde dann dhdmmi'iiJ ^ ^ 

™^ i 
• **«^-^^iiCS^rir ,,, " u " i * it 
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BEISPTHT U . 
. Schwere Kfrttn-MinU ^ifrTrnfliiirrri 

1.. ""P'* ' . 



Das Plasmid pBR322 Wuide verdaut nut EcbRI und Sjyl und ligiext mit den folgenden Oligo- 
nucleotiden: . . . " • 



Oligo-42 5* - CAA GAG CCC GCC TAA TGA GCG GQCtlT TTT TTG CAT 

ACT GCG GCC OCT- 3' ' 

Oliao-43 5" - AAT TAG. COG CCO CAG TAT OCA AAA AAA AGC CCO CTC 

ATT AGO CGG OCT - 3* 

Das rendtierende Plasmid pGPla wurde koostruiert zum Klonierw sehr grofier DNA-Kon- 
strukte, die durch das sehen sdmridende RestrMonsenzym .Notl heiausgeschnitten werden 
tonnea Es enthfih eine Notf-Rwaikaonssteile stromabwflrto (relati v zum AmpidlUn-Resi- 
stenzgen, AmpR) eiwa stiric* M abgeleitet von dem trpA- 

Gen (Christie GE, et aL, 1981, Pioc Natl. Acad. Sd. USA, 78, 4i80). Dieses Tenninations- 
signal vennindert die potentieUe ToxMttt von in die Notl-Siell inserierten codierenden 
Sequenzen dutch Besefogen der fortgesetzteo (leadthiough) Transition yon dem AmpR- 
Gea Zusttziich ist dieses Plasmid in gering* Kopjenzahl iela^ za den pUC^Plasmiden. da 
es die P BR3224C0pienzaal-K^ bchfilt Die geriage Kopienzahl vennindert wei- 
tehta die potentieile Toxfcitti der InswWaequenzen und vennindert die Selektion gegen 
grofleliisertswegenderDNA-Replikation. . 

2. pflPJJj 



pGPl wmdc verdaut mit Notl und ligiert mit den folgenden Oligonucleotides 



*5 . V . i it t : : 



•it***** •• •• . • 



0%M»7 " ■S'-^O^WOT.^GCTOQATOCmAITMTC^ 
TAG TGA TCT OGA GGC - 3' ■ 



P%mK 5- - OOC COC CTC OAO ATC ACT ATC QAT TAA TTA AGO ATC 
5 CAG CAG TAA OCT TGC - 3' 

3. ■ pGPc ' 

Die folgciutei Oligonucleotide: :• ■ 

01igo44 S» - CTC GAG GAT OCA GAT ATC AGT ACC TGA AAC AGO OCT 
TGC-3' 



Oligo^S 5' - CTC GAO CAT OCA CAG GAC CTG GAG CAC ACA CAG CCT 
TCC-3' • 



Patoson et.aL, 1990. Nate* 344, 165-168^ Rattenl^pNA durch My msaa d^ 



Ifcs ^nplifizierte.Prtdnkt wurie varta* nritBanffli nnd SpU und Idoniat in Bamffl^phl- 
vcrdautan pNN03 (pNN03 1st «ia pUC^gcldtete Plasaid, dnen Polylinbr enthllt 
»it folgcndcn R^iWonss^ ^ BamHI, Ncoi, CM, 

EcoRy, Xhal, Sad, Xhd, SpH, Psfl, Bgm. EcoRI, Smal. ^ ffindin and Nofl). Das 

R^Ig^hwere Kdte 3'-Enhan«x dt^ah. wurde kfamieit in Ban^^-verfaulm 
pGPlb.Das waMeiende P^^ 1) onifiit nietaoe einziBc 



M« AM •••• 

. • if • ! 1 .« 
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RcstriktiorasteUcn. in die Scquenzen klomcrt werden kflimcn undiMdrfblgendzusamnjenniit 
dem3'-EnljancerdurchNoff-V^ 



TabeDel Seqnsazdes 




rCCTCCAACTTIMCCGCCrCCMXXaunxr^TTA 



. m* *•• . * •• • ••• 
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1." 



5 .. ^ »e*^ ^ fa ^ 

^MMjySp^T (Clcnictech Laboratoies, bo,.Mo Alto, CA) gese.bent mit d«» 
nuaisdibcli^sdiwtrel^ . 

Oligo-1 y • <X3A CTG TOT C(X3 TOTOtOATG CTT TTO ATO TCT GGO GOC AAG - 
10 3' . 

.dasdies^J^egmaiteeb^^als 
i-trtnisd.en Enhance 
15 dem mcn i K ft li c hc ap - i gw^^ 

Oligo-2 S'-CACCAAOTGACCTPCCT^ 

3* 
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tmd der Pbagen-Kfan X2.1 wade isoliert. En 10,5 kb Hbdm^l-FragBent. das die ^ 
Klassm^^on ^ aft, r^j^ ^ ^ ^ ^ ^ 

sem Hoa Dicse ^ adi KpidOttoI-vadauteo 

pNN03. Es wurde das Plasnrid pJMi ohaltca 



25 2. bJM2 



Bin 4 kb Xhol-Fiagniort ^rie isoliert mis PbagenlKlon Ail. das Seqiienzen diiekt stem- 
abwms vaada Sequent inpJMl eottdlt rinschlicBJich da aogamnten ^Elements, das 
^ Motion mbesti^ 

lPW. Eur.J. Innmmol. 1M3»). IHesesFn^^beb^ 

fflent der UNA-Polymaasc I snd ligfcrt mit Xhol-geschnittenen, Klenow^behandcltem pJKfl, 

Das lesultiereBde Plasndd, pJM2 (Pig. 28) hate die interne Xhtfitdk verloren, behieh aber 



die y Xhol-Stelle aufgnmd unvoUstflndlgcr Rcaktion mh dem Kkaow-Bazfm. pJM2 enthBlt 
die gesamte humane J-Region, den schwero Kette J-u intronischen Enhancer, die u-Klassen- 
wecfasd r Region und alle u-konstante Reglon-Exons ebeaso wie die beiden .0,4 kb direkten 
Wiedauolungen(rep^ 

3. Iaolieniiw vnn TVRftmVm.ini>i^ .mrf ^.B^mVrtnn W n r r>w| 
Das fblgende l^Regicm-spezifischeOUgonucleotid: 

01igo4 5- - TOG TAT TAC TAT GOT TCO GOG AGTTAT TAT AAC CAC AGT GTC - 

3' '■■ ' " 

wurde verwendet zum Screenen von hnraaaer Plazenta-gcaomischer Bibliothck auf Dr 
Region-Klone. Phageh-Klone M.l and XA 3 Warden isolicrt. Bin 5,5 kb XKbl-Fisfinient, das 
die D-Etanente D KU D^, und um&Bt (Y. rchihara et al., 1988, EMBO J„ 7, 4141), 
wurde isoliert ana dem Phagen-KIon HI. Bin stromaurwarts benachbartea 5,2 kb Xhol- 
Fragment mit den D-Elementn D,,,, Dx„, Dx„ und D A , wurde isoliert ans dem Phagen- 
Klon Mj. Jedes dieser D-Region Xhol-Fragmento wurde kloniert in die Sall-Stelle des 
Plasmid-Vektors pSP72 (Promega, Madison, WI) zur ZerstBrung dor Xhol-Stelle, die die bei- 
den Sequenzen verbindet Das StromfflhVa^Fragment wurde dann herausgescfanhten mit 
Xhol und Smal und das Stromabwarte-Fragment mit EcoRV und Xhol. Die resultierenden 
isoliertcn Fragmente warden zusammenligiert mit Sall-verdautem pSP72. Es wurde das 
Plasmid pDHl erhalten. pDHl enttfllt dn 10,6 kb Insert das mindestens 7 D-Segmente 
limfaBL Es kann mh Xhol (5*) und ^EcoRV qO herausgesdira^werdea 

4. pCQfcl 

Pas Plasmid pJM2 wurde yerdaut mit Asp7i8 (ein Isosctizomer von Kpnl) und der Ober- 
hang wurde auf gefMlt mit dem KJenow-Fragment der DNA-Polymerase I. Die rcsultierende 
DNA wurde dann wmlairtmh ClaluW das Insert 

XhoI/EcoRV-msert von pDHl und XhoI/Clal-verdautem pGPe. Es wurde das Plasmid 
pCORl(Fjg.29}emalten. 



5., jaacsi 



En 

y^^nrfegii^VH251 nndV H 10f(^O,Hun?biesetid., 1988, Natalie 331,446) 



6..;idatfi > , 



Das Plaanid pCORl ^l^hi^.^drt.i* Xhol und dem ispKerten Xh6I«an insert 
von pVH251 kloniert in die stromanfWflrts Xhd-Stdle. Es wnrde das PJasmid pIGMl (Fig 
SQ^eihatoipiaMl ^Zlunktionelfe^^ 

>«naneD^egn^ hawneh J^-Enhancer, das humane 

cti-Etanenl, die humane ^lOiisseiiwi^.Regioii, alte humane* fMx^enarfeaExons and 
das humane Zu.Hement zusammen mit dem Rattewchweie Kette S^nhancer. Alle diese 
SequmizclaDcnto kflnncn von diesem Fragment isoliert warden ohne die VefctwwSequenzen 
dun* Verfan nrftNofl andinlkr^^ ^ ^ 

genenHeren. 



C Konatniktimi vnn M4- imd r^-amrimj^^ ^.i ^ rPn rHr| 
DasfolgduteOiigorau^ 



Oligp-29 5' - CAGCAG GTG GAG ACC CAA TGC CCA TOA GCC CAO ACACTO 
OAC-3' \ 

wmde verwendet zum Scnenen do humanen genomischen Bibliothet Phagen-Klone X29.4 
und wnden isoliert. Bin 4 kb tiaWjagmA von Fhagen-Kjon A29.4 mit einer y- 
KlajHwiwecfaeVRe^ als. Sondenmolekfll venvendet fflr erne genomische DNA- 
BibUoffiek bus human* Plazenta in den Itagen-Yekfor Lambda FDPV H GStatatfaie, La 



Jolla, CA) kloniert Phagen-Klon XSyU3 winde isoliert Zur Bestimmung des Subtyps der 
vcrschicdcnen 7-Klonc wurdcn Didesoxy-Sequen^ ous 
jcdcm der drti Phagen-KIone als Templates und fblgendem Oligonucleotid als Primer 

OHgo-67 5 1 - TOA OCC CAO ACACTO OAC - 3' 

Der Subtyp dcrPhagen-Klone X29.5 und XSyl.13 wurde bestimmt Beide gehfiren zum yl- 
Subtyp. 

% : pjfil "... 

Ein 7,8 kb Hindm-Fragment des Phagca-Klons A29J mit der y 1-codierendcn Region wurde 
kloniert in pUC18. Das resuMercnde Plasmid, pLTl wurde verdaut mit Xhol, Klcnow- 
bchandch und rcligicrt 211m Zcrstflren der internm Xhol-Stelle. Der resultierende Klon, 
pLTlxk wurdc verdaut mh Hindm und das Insert isoliert und kloniert in pSP72. Es wurde 
der Plasmid-Klon pLTlxks erhalten. Verdau von pLTlxks an eincr Polylinker Xhol-Stelle 
und oner humanen SequenT-abgeleiteten BamHI-SteUe erzeugt ein 7,6 kb Fragment mit den 
yl-konstante Region-codierenden Exons. Dieses 7,6 kb XhoI/BamHI-Fragment wurde klo- 
niert zusammen niit einem stromabw^s angrenzenden 4,5 Id) BamHI-Fragment von Phagen- 
Klon A29*5 in XhoI/BamHI-verdauten pGPe.Es wurde der Plasmid-Klon pyel erhalten. pyel 
enthfilt alle der yl-konstante Rcgion-codicrcndcn Exons, Tawammrn mit 5 kb von Stroraab- 
wBrts-Sequenzen verbunden mit dem Ratten-schwere Kette S'-Enhancer. 

3. iusSl 

Ein 5,3 kb Hmdm-Fragment mit der yl -Klassenwechsel-Region und dem ersten Exon des 
Vor-Klassenwcchsel sterile Transkripts (P. Sideras et aL, 1989, International Immunol. 1, 
631) wurde isoliert aus dem Phagen-Klon XSyl.13 und kloniert in pSP72 mit der Polylinker 
Xhol-Stelle angrenzend an das 5 , -Ende des Inserts. Es wurde der Plasmid-Klon pSyls erhal- 
ten. Das XhoI/SaDJnsert von pSyls wurde kloniert in Xhol-verdauteri pyel. Es wurde der 
Plasmid-Klon pye2 (Pig. 31) erhalten. pye2 enthfilt sfimiliche yl-konstante Region-codieren- 
den Exons und die Stroinairfvvflrts-KlassenwechM und reine (sterile) TranskripN 



Exons zuasmmen mit 5 kb von StomiabwMsrSea^ dem RfltteD-scinvae 

■Kette 3*-EbliMuw.DieserK^ 

Oesamt-Inscrt zusammen nut der Xhol-Stelle und dcm 3'-Rato>-Enhancer faum abgetrcnnt 
weden von VektorseqaenzHJiiurchVddBuimtNotl. 

■ 4."; PHCI 

Das Plaamld pIOMl wurde verdant mit Xhd und das 43 kb Insert isoliert und in Xhol-ver- 
daiiten^ktain^Eswn^^ 2 fiaj^ 

nelle lajmane v^le Regkm-S^gmenl^ 

JirS^mente, den tamauen J-u-Enhaneeir, das humane ou-BIenient, die humane u-Klassen- 
wechsel-Region, alle hnmanen u-codlerenden Exons, das humane lu-EIement und die 
humane yi-kon^ante Region dnschHeflUch der assoziieiten Klauenwechsel-Region und 
sterile Transkript-assoziierte Exons zusammen nrit dem Ratten-schwere Kette 3'-Eiihancer. 
Alle diese Sequenzelemenle k&nnen von dlesem Fragment isoUert werden kfinnen ohne die 
Vddone^Maen durch Venhn mit Notf und mikroinjiziert in Mausembryo-Proiroclei zur 
BildungvontransgenenTieren. ' 

D. Konstniktion vnn frM- nnd IgQ^xmiiniBtwidem Mini.T^HuTnm SpB n P wr-) 

Die genomische DNA-Breliothdc aus humaner Plazenta Lambda HX™. II (Stratagene, La 
Jolla, CA) wurde gescreent mit dem fo^o^ ojigo- 
nucleotid: 

Oligo-49 5* - OTT AAA GAG GAT. TIT ATT CAC CCC TOT GTC CTC TC ACA 
GGTGTC-3' ' . 

' Phagen-Klon wurde isoliert und em 6,1 kb Xbal-Fragment mit dem variablen Segment 
VH49.& wurde suUdoniert in pNN03 (Die Pdh/Unker Oal^Stdle liegt stromabwflrts von 
VH49.8 und die Pofylinker XhoI-SteUe liegt stromaufwirts). Es wurde das Plasmid pVH49.8 
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edulten. Etoe 800 bp Region dieses Inserts wurde scqucnziert Es wurde gefunden, dafl 
VH49.8 cin offenes Leseraster und intakte Splicing- und Relcombinationssignale hat Dies 
2rigt,<Mda3GenfbnktioittUist(T 



Tabclle2 Scqoenzdeslm^ 

ftXKa^^ 100 

■ cjg!^^ o r lfa C A TCftflE^^ GSTCTIUXA 150 

GmRaiRiA GtsrkiKnGG isoccigbga QCTonoaA j&vhjekt. 200 

iirirauiA. wswxxzz iQQGjyaacA ocraan^ joggrcigsv 250 

■ " ' . ■ ' MstAsrtfr^ 

• aiUiAGaiT UL'iClTlUiy GTGGOGC»G CTOGgtaa ^yyyiLL cc L 300 
hrTrpArgph eLeuPheVal- ValAlaAlaA laniir 

agcccxaagg cxgaggaagg gatcctggtL tagtraaaga gaatttuarr 550 



caccccr^cg. rc~crccac agGIGIOaG T00CRG3ICC ft£^ 



GlyValGln SerGlnValG LnLeuValGl 
GTCTG3SGCT OGSKSftGA'^ G TCICCTG ^, 45: 

xi SerGlyMa GiuValLygL ySPi^ySe rSe^aiLys ValSerGysL 
AQGCEOQG ; ft3K^ 500 
ysAlaSerGL yGlyThrPhe SerSeriyrft lalleSerTT xSValAraGln 

GCoacraGftc azmscrrGA Mm AGGKTCAitr: asaasTGs 55c 

MaProGlyG lnayLeuGO. UTqcffetGly ArgllelleP roIl^LaaGl 
T3flMC»^ .600 
ylleAlaAsn TyiAlaGliiL ySPhqeLnGl yArgVallhr IleThiAlaA 
N^KKICOC QGaOGK OOIGGRGC TGaGCrGXT GftSHCXGKG 
'. spLysSez3h iSesIhrAla TyrMetG Mi euSerSe rLe xArgSerGlu 
GRCaCQGGCS TGTRTDOG TG3GRSq£^ 
AspQhrftlaV alTvrTvrCv sMaArcr 

GaOSSiG^ GCAGC^GllX 0G33CTSAS; 750 



to: 



A30E»C^ ..800 
TTOGftGRAftA .812 



En 4 ********* Fn^mit den, immm VrfV-Famfflekte, V.,4-21 fll ta, 

^!tt-T!f ^^.""^ W"""** inft den Kkaow-Fragmcnt der DNA Pd]^^^i^^ 
l^adende Fn^gment ^ dann (i,^:,,,,.^ 
P^49.8. Das ^ p fc ^ ^ ^ ^ k ^ ^ ^ 

stnunan^ yonVH^in *r gleicae Q*ati«ung dnzigcn Sail- 

Sdfflhtstdleama^deslnse^ 



3. pSyl.V 



wad dem bcn^^.,,^^ - ^ ■ 

d«n Phased W .,3 und in HindnWOud^^ pUCl^Vddar kloni«t 
Das ^ndtie^Plasmid, pSyl* enthllt ein 3.8 kb In**, das Sequent np^* 
smarts von dar Initiate d« s^ B ^anskri,* gdhuto b B^en vor dem 

unddastn^n^ 

. von ateiten ^ ^ Hassen^,^^ 

fordcriL 



4, nVOEl 



Das pSrl-5- Insert ^ bexan^^ + ^ ^ ^ ^ 

EiiJ^^ligiertmftdemfel^^ - 



5" - CCO OTC QAC CGQ - 3' 



Das Ligationsi^duktwuxdeverdammit Sail und ligicttmlt Sall-verdautem pV2. Das xesul* 
ticrende Plasntfdp >VP, euthfilt 3,8 kb yon yl-Klassenwcchscl S^Ainkierenden Sequenzen, die 
stromabwflrts von den beiden humanen variablen Gensegmenten VH49.8 und VH4-21 (vgl. 
Tabelle 2) rakntfeft simL Das p VP-Insert wird isoliert durch teilweisen Vexdau nut Sail und 
vollstfindigem Verdau nut Xhol gefolgt von Anfrcinigung des 15 kb Fragments auf einem 
AgmosegeL Das Insert wird daim kloniert in die Xhol-Stelle von pycl Es wird der Plasmid- 
Kk>n pVGEl (Kg. 32) eriulten. pVGEl euthfilt zwci Humane scbwere Kette variable Gen- 
segmente stromaufwflrts von dem humanen jl-konstanlen Gen und der assoziierten Klasscn- 
wechsei-Region. Eine einzige Sall-Stelic zwbcheu den variablen und konstanten Regioncn 
kann verwendet wcrden zum Einkloniercn von D-, J- und p^ensegmenten. Der Ratten- 
scbwere Kette 3 f -Enhancw 1st verienflpft mh dem 3'-Bnde des yl-Oens und das gesamte Insert 
wird flankiat von Notl-Stcllen, 

5. pHC2 . 

Der Flasmid-Kton pVGEl wird yetfaut mil Sail und das Xhol-Insert von pIGMl wird hinein 
kloniert Der resiiltierende Klon, pHG2 (Fig. 30) enthfitt 4 ftinktionelie humane variable 
Regiofc-Segmeiite, mindestens 8 humane D-Segmeute, alle 6 humanen JjrSegmente, den 
humanen J^Enhancer, das humane ap-Element, die humane fi-Klassenwechsel-Region, nlle 
humanen p-codieteftden Exons, das humane . ^-Element und die Humane yl-konstante 
Region cinschliefllich der assoziierten Klassenwechsel-Region und sterilem Transkript- 
assoziierten Exons, zusammen mit 4 kb flanlderenden Sequenzen stromaufwflrts von der 
sterilen Transkript-Initiationsstcllc. Diese humanen Sequenzen weiden verknflpft mit dem 
Ratten-scbwere Kette 3 -Enhancer, so dafidle Scqucnzelemente von diesem Fragment isoliert 
werdenk5nnenohne Vektorsequenzm 

bryo-Pionuclei zur Bildung von tnmsgenen Tieren. JBine einzige XhoI-SteUe am S'-Ende des 
Inserts kann verwendet wcrden zum Einklonieren wdftrikhfir humancr variable Genseg- 
mente zum weitereii Expandieren der Rekombinations-Diversitfit dieses sdiwere Kette-Mini- 
Locus. . . • . 



Die Non-Inserts der Plasndde pIGMl und pHCl werden isoliert aus Vektesequenza durch 

, vpn taftuchteten (C57BU6 x CB A) R-Manaanrw Die rterlebenta Embryos werden in 
pseuoosdrwangere Weibchen gemfiB Hogan et bL (B. Hogan. P. Costauuni und E I*cy, 
Methods of Manhjutaing the Mouse Embrya, 1986, Cold Sprmg Harbor Labcmfc^New 
YoA)ilbertn^Mla^ 
arf die Oegeiwiirt von Tiansge^ 

. Sclrwanz, T^geihkdpiea-Zahl wurde abgeschltot durch die; Bandmijtearitat relativ zu 
Stwdardkon^ 

wurde Serum aus diesenlleren isoliert und getestet auf die Gegenwarf von TnmsgaHMdier- 
tern hmianen IgM imd yi d^ 

Antibodies: A Laboratory Manual, 1*88, Cold Spring Harbor Uborabsy, New York). 
fc^ter-Pla^^ 

fflr human igM (Klon AF6. #0285, AMAC, Inc. Westbook, ME) und toman IgOl (Klon 
^12,^80.AMAa 

Napfen und die Qegenwart von spczifiscbcn Inmnaglotalinen nachgcwiesen mit Affinitffls- 
isolicrtcm aUcalisehe Ha^iataseJcwr^^ aege*miWrig (polyyiu^Xder vor- 
adsorbiert war arm Mmimieren der Krtuaeaktfvhfit mit Matis-famunglobuUnen. Fig. 33 
zcigt die Ergebnisse W.EUSA-Assays Wdie Oe von human IgM und IgOl im 
Serum vonzwei Tieiep, diedchenrwiekelto 
vonPiaamidpHCl.Enwder^ 

Blot^Jntersuchung und zeigte k^ naehwek*8ren Mengen an human IgM oder IgQl. Das 
zwdte Tier (Nr. 38) entUeh nngefihf 5 Kopiendes Transgens wte umersucht durch 
Southern-Blotting und zdgte naclrwclsbare Mengen sowohl an human IgM als aueh IgGl. 
Die Ergebnis^ der EI4SA.Assb^ 
entwickelten. ist in Tabetic 3 niaanmwng ^fn^ 



Tabclle3 Nachwwa von human IgM und .IgOl fan Senna von transgenen Heren 
durch EUSA-Assay 

ungeffihreMenge an 
Transgen 

IktNL iniizicTtoTranngca KotfcprriZollc . 

.'6 V': pIQMl .1 '. 

? pIOMl 0 

9 pIGKfl Q 

10 pIOMl 0 
12 pIOMl 0 
15 pIGMl 10 

18 pHCl 0 

19 ./ pHCl 1 
21 pHCl <1 
26 pHCl 2 
38 pHCl; 5 v- 



Tabclle 3 zcfgt den Zuaammehhang zwiachen der Gegenwart der.integrierten Transgen-DNA 
und der Gegenwart der Transgen-codierten hmnunglobuline im Scram. Zwei der Tierc, die 
nachweislich pHCl-Transgen enthalten, exprimlerten keine nacbweisbaren Mengen an 
humanen ImmunglobulinaL Diese waren beide nledrig-Kopie-Tiere und mflgen nicht voll- 
stfindige Kopien der Transgene enthalten hfiben oder die Tim sind mflglicherweise geneti- 
sche Mosaike (angeaspigt dutch <1 Kopie pro ZeUe geschflizt ffer Tier-Nr, 21). Die Transgen- 
enthahenden Zellen haben mdglicherweise die hHmatopoetische Unic nicht bevfilkert Alter- 
nativ kfinnen sich die Transgene in genomische Stellen integriert haben, die nicht zu Hirer 
Expression f&hna Der Nachweis von human IgM im Serum von pIQMl-Transgenen und 
human IgM und IgOl in pHCl-Transgenen zeigt, dafl die Transgen-Sequenzen korrekt fimk- 
tionieren befan Steiiem von VDJ-Verbindiing, Tranakription und Isotypen-KlassemvechseL 



human IgM human Igfil 
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15 



25 



30 



? - T<^ OTO AAO GTT TCC TOC A^O (icA.TCrGGA.TAC AOC TTC ■ 
TCC CIO AGA-CIC rec ym GCA gcctctgga TTC acc TO 
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twWhnausgesctoutte^ 
Mausmbiyos.Esentstehm 



A. Kbnstmlrtinn vnti Pt<,* m M.V*l* n ~ r] 



10 1. Plaamid-VektorpOPlc 



Plaanid-Vektar pGPla vrtid mh Natl vcrdaat und die folgcndcn (Migomicleotide wenlen 
dnliglert: 

15 Oligo-81 5* - OGC CGC ATC CCGGGTCTC GAG OTC OACAAG CTTTCG AGO 
ATCCGC-3' 

Oiigo-82 y-OOCCCKJGaATCCTCXlAMGCTTOTCQACCTCOAOACCCO 
GGATGC-3' 



20 



25 



Das resulticrende Plasmid, pGPlc, enthftlt dneo Polylinker nrit Xmal-, Xhol-, Sail-, Hindm- 
und Bamffl-Restriktinrewtdlffn flanldcit vonNofl-Stdkn. 

2. Plasmid-Vektor pGPld 

Plaamid-Vektor pOPla wild verdant mit Noli und die folgcnden Oligonucleotide widen 
einligiert: . ' 



0«8p-87 5' -. GGCCGC TOT COA CAA OCT TAT COA TOO ATC CTC OAO TGC 

30 y ■ 
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Das wsahfwcnde HasmidY pGP,d, p olyIiBte ^ gaE, Hfadm- CM- 



> (Cloned 

l"»niffieic4eicto^ , 

PUgo-36 $ . CAC CTT COO OCA AGO GAC AGO ACT GGA GAT TAA ACQ TAA 

. GCA-3'. 

unddioPhagen-Ktone^und^ 

Art-Segment umiafit, wnrie iso&rt bus X3«2un*aubklanfcrt in das Plasmid pNN03 Es 

^tderHasmid-Kl^ 

^zusanu^oftdemtt^n*^ 

«nd suhkloBicrt in das Plasmid pNN03. Is mm der Phsiaid-KIon p36.5. Zusammen 

beginntund* 

W>stromabwBTtsy(mCKendct 
G- Kfinstnihtinn vnn rrmmm^ fe^^^Tnm^pn 
1. P^emCx-Veto^ 



Das 13 kb -XUtert des Plasmid-Kldns p36.5 mit dem Cx-flen zusammen mh dm 9 kb 
stomabwflrts begendeh Scqm wild idonint in die SaU-Stdfc des Plasnrid-Vekton. 
pGPlc mit dem S*-Ende des Inserts beaachbart m cler Xhol-Stelle des PIasmid& Der resuWe- 
rende Hon, pCKl, torn kloderte Pmgmeme mit leanangjerten VJK^gmenta, in die ein- 
*ge 5' XhoJ-Stdle aofcehmen. Das.TYai.sgen kann dann henmsgesdmiiten wenkn mit Notf 



und gereiriigt werden von Vektorsequenzen dumb Gclelektrophoresc. Das resultierende 
Tr^gen-Konatnikt cnth^ 

2. pCK2, ein Oc-Vektor mil schwae Kette Enhancera zum Bxprimicreti xeanangiertcr 
.. variabler Segutente 

Ein 0,9 kb Xbal-Fragment von gcnomischer DNA der Mans mit dem Maus-schwcrc Kette I'- 
ll mtroaisclicn Enhancer (J; Banerji et aL, 1983, CcD 33, 729-740) wurde subklonicrt in 
P UC 1 8 zum Erzcugem des Plasmids pIH22. 1 . Dieses Plasmid wurde linearisiert mit SpH und 
die Enden wurden aufgeftUt mit Wenow-Enaym Die Klcnow-bchandcltc DNA wurde dann 
verdaut mit Hindm und cin 1,4 kb NDiJ(iaeiiow)^dffl.Fraginem des Phagen-Klons JU.3 
(voj^gesBeispieOmhdemh 

et aL, 1984, Nature 307, 334-340) wurde daran ligiert Das resultierende Plasmid, pMHEl, 
besteht aus Maus- und hutaanen schwerc Kette J-ji infronischen Enhancera zusammenligiert 
in pUC18, so dafi sie auf einera einzelnen BamHI/Hindffl-Fnigment heiausgeschnitten wer- 
den kflnr^ 

pMHE2 wild verdaut mit Sail und das 13 kb Xhol-Insert von p36.5 wird hineinkloniert Das 
resultierende Plasmid, pCK2, 1st identisch mit pCKl, jedoch rind die Maus- und humanen 
sch were Kette J-fi introniscben Enhancer an das 3'-Ende des Transgen-Inserts gebunden. Zum 
Modulieren der Expression des fertigen Tranagens kfanen analoge Konstrukte erzeugt wer- 
den nut untasctiedUdwn Enhancem, <Ul dem Maus- oder Ratten-3 1 k oder schwerc Kette 
Enhancer (K. Meyer und M.S. Neuberger, 1989, EMBO X, 8, 1959-1 964; S. Petterson et aL, 
1990, Nature, 344, 165-168), 

2. IsoUexungvonrearrangialcnK^ 

Zwd genomische DNA-Bibliotheken aus humanen Leukozyten kloniert in den Phagen-Vek- 
tor A£MBL3/SP6rt7 (Clonetech Laboratories, Inc., Palo Alto. CA) wurden gescreent mit der 
humanen Kar^-leichte Kette J-Region nth dem 3,5 kb. Xhol/Smal-Fragment vori p36.5. 
Positive Klone wurden getestet auf Hyhridisiening mit dem folgenden Vic-spezifischen Oli- 
gonucleorid: 
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5 



) 



0Iigp45 5* • AGO TTC ACT GGC AGT QOO TjCT GOG ACA QAC TTC ACT CTC 
ACCATCAGC** 

3. B*Ngvoatt^^ 

nut fiihiondla, V*$eg»e»te» (ofleab Lesentfer uad Wsignate) ^ 
Ipoto KappridcbJe Kette-Traosgene afnftea. Die Tnaugea-Koastrukte werden abgetrennt 

uuizicrt b Maus^bryo-IWIei a, Bilduag von .taasgeaen W Tier*, die humane 
scW Kette e^erea, ^ ge^ ^ ^ m^u,,,^^ 

t ra nsg e acaTie lB n(B«spfel,4)^Bi^ 

per oqjrimicrait 

Da n^d^ aicat aHe VJc-KonO^^ der Lag. ^ ^Ue sch^eichte 
Kc««sKcm^«e mit einea, ^ 

Komba^ zu Widen, werien ^ unten^Jricdliche Ideate Ketie-Tnu^a-Koa- 
*ukte en.ugt, ™bd jete daeauatasc^ W 

^h^T™^^ Maom I^pheits B H Milz uad Lymphkaotea- 

L^ytea «^ isolieH »» Doppeh-l^,^ ^ * ^ ^ 

Maas^uadWclaeKe^ 

^dun* I^uft^aetrie unto Venveadaug daes FACScan-Aaal^ (Becloa ! 

Meag, aa a*aaa ^Wldcatel^K^a^ aufder Oberfache der grt&ea Aazabi . 
aaB-Zelkaiuareauaddiesicaaicte 

<nnteSUCht ^ D***^^ B- and T-ZeU.UataBiunpea.spe. 
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zifischea Antikflrpem), werden ausgewShlt fllr die Bildung von humanen monoklonalen 
A&tikQrpem. 

b; Konstnilrtion yon nicht-TtanangicrtCT Icichtc Kctte-Mini-LfflnB-Transgcnen 

1; pJCKl, ein J*-, CK-enthaltemtar Vektor zum Konstrniercn von Mfad-Locus-Tmnsgenea 



Das 13 kb CK-enthaltende Xhol-lnsert von p36.5 wird behandelt mit Klenow-En^ym und 
klonicrt in ITuKlin-verdaaitea, Kleiww-bchanaeltes Pksmid pGPld. Ein Plasmid-Klon wird 

10 ausgewflhh, so dafi das 5 -Ende des Inserts angrcnzcnd ist an die Vektor-abgeleitete Clal- 
Stelle. Das resultiercnde Plasmid, p36,5-ld, wild vcrdaut mil Clal und Klenow-behandclt 
Das Jicl-cnthaltendc 7,4 kbXhoI-Inscit von p362 wird dann Klenow-behandclt und kloniert 
in Clal, Klenow-behandelten p36.5-l<L Bin Klon wild ausgewfihlt, in dem das p36 .2-Insert in 
der gleichen Orientierung ist wie das p36^-lnsert Dieser Klon, pJCKl (Pig. 34), enthfllt die 

IS gesamte }K-Region Und Ck znsanunen mit 7,2 kb stromaufwflits liegender Sequenzen und 9 
kb stromabwfirto liegender Sequcmen. Das Insert enthfllt auch den humanen J-Ck introni- 
schen Enhancer und kann einen humanen 3 1 K-Enhancer enthaken. Das Insert wird fiahkiert 
von einer einzigen 3' SaU-Stelle, um weitere.3 -flaakiereode Sequenzen wie schwert Kette 
oder leichte Kette-Enhancer hineinzuWonieren* Eine einzige Xhol-Stelle liegt am 5*-Ende des 

20 . Inserts,. um nicht-fearrangierte VK-Gcnsegmente einzuklonierea Die einzigen Sail- und 
XhoI^teUensindihrersefc 

ten Transgen-Konstrukts von VektorsequenzenvCTwendet werden. 

2. Isolierung von nicht-reanangierten Vic-Gensegmenten und Bildung von transgenen Tie- 
25 ren, die humane Ig-lek^ito Kette exprimieren . 

Das Vft-spesafische Oligonucleotid, Ollgo-65 (vorstehend erlflutert) wird verwendet als Son- 
denmolekfll fttr eine genmriische DNA-Bibliothek aos humaner Plazenta kloniert in den Pha- 
.. gen-Vektor XEMBL3/SP&T7 (Clonetech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA). Variable Gen- 
30 segmente aus den resultierenden Kloneh wierden sequenziert und Klone, die funklional 
erscfaeinen, WCTdcn amgcwfihlt Kriterien; to das Beurteilen der Punkttonalitflt umfissen: 
offene Lesemter, intakte Splice- 



xmsscqiirnT , DNA-Fraememe mh msgcwflhlten variablen Oensegmenten werden kloniert in 
die einzige XhctStelle <les Wasmfab pKXl znr Hasteflung vera Mmi-Locus-Kdnstrukten. 
pie Rsufttercoden Klone wtrden verdant mitNotJ und die Inserts woden isoliert und injizicrt 
in Mouscmbryo-PTtmucIci. Es catstehtn tranagene Tiere, Die Transgene diescr Here werden 
V mit J-Verbindung in rich enrwickclnden B-Zefcn dmeknaehen. Tin* die die f»m.«.. 
Kappe-Kette exprimieren, werden gezuchtet mit schwere Eett^Kfiot-Locns ™*"i *»^. n 
toansgenen Tiercn (Beispiel 14) at Bfldung von MBuseo. die voUstflndige humane 
Antik&per cxprinrieren: 

BFfSPIRT.17 
SvnthctiselHi fichwt^K^ vrinhte R^pfan 
Dieses Beispiel ist erfflutert in Kg. 35. 
A; Konstruktinn ites Wmiimmp.Vrirthw pAffff 
1. pGPlf 

Das Plasmid pGPla (vorheriges Beispiel) wild verdant mit NotTund die folgenden Oligo. 
nmdeotidewerdaimitihmligiert: 

01igo-"a" 5' - GGCCGC ATG CTA CTC GAG TGC AAG CTT OGC CAT CCA - 3' 

b]igc--b" y - OOC CTG OAT OOC CAAGCT TGC ACT CGA GTA OCA TGC - 3' 

Das resultierende Plasmid, pGPl* entfaUt SphI, Xhol und Hmdm-Stellen flanldeit von Nofl- 
undSffl-Stellea. . . \ 



1 pVHf 



Das humane Va-V-Familta variable Gensegment V^51 (CO. Humphries et nL, 1988, 
Nature, 33 1, 446) zusarnmen mh ungefUhr 2,4 kb von S'-flankierenden Sequenzen und unge- 
flfar 1,4 kb von 3'-flanki«eai(m Sequ<mcn wurde isoliert airf emem 4,2 kb SpM/HinaTII- 
Ftagment aus dem PlasmidJOon pVH251 (vprheriges BeiBpiel) and klonicrt in den Hasmid- 
Vektor pSelecPH-t (Promcga Corp, Madison, WI). Die ^-flankicrenden Sequenzen zusam- 
men mit dem Promoter, erstem Exon und eastern Intron von V«251 werden amplifiziert durch 
Polymerasekettomeaktion (PCR) ausdiesem Template mit folgenden Oligomicleotiden: 

Oligp-83 ;5 , -CAOCTCGAGCTCOOCAC^OGCGCCTOT(K3^-3 , 
Oligo-84 S'-CTCTAQAGTCOACCTOCAOGC-y 

Die 3'-flan]derenden Sequenzen werden amplifiziert dutch PCR mit den folgenden Oligo- 
nucleotiden: 

0iigo-85 S'-AOCCTCOAOCCCOTC.TAAAACCCTCCACAC.y 
Oligo-86 y - GOT G AC ACT ATA GAA TAC TCA AGC - 3' 

Die amplifizierten 5*-Sequenzea werden verdant mit SphI und Xhol und die 3'-Sequenzen 
werden verdant mit Hindm und Xhol. Die resultierenden Fragmente werden zusammenklo- 
. niert in das Plasrnid pGPlf. Es entsteht das Plasmid pVHf. Plaamid pVHfenthfllt die cis-wir- 
kenden regulalorischen Elemenle, die die Tranakription komrollieren von V H 251 zusammen 
mit dem eaten Exon, das die Signalsequenz codicil pVHf wird veiwendet als Expressions- 
Kassette fOt sebwere Kette variable Sequenzen, Sotcfae Sequenzen werden kloniert in 
Kaal/XhoI-veidautes Ptasmid wie nachsteliaribescrmetea 
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1. AiroiIifikationW^^^ 

este Strang cDNA w&d boJiert and efe Oflgo (dO) Wangenaagt (te fled) mit 

. Acad. ScL USA, 85, 8998). OIipKdQ u ^ 
OUgH»9 5--(KiAAlTCrcACAGQAQACQA0.3' 

*erdcn verwendet als * tew. ais S'-Primer in einer PoIyn«*etat^^ 

Strang PBL cDNA raft dO-Sdmanz. Oligo-69 ist komplementfir zu Sequenzen, die die Ami- 

nestaen 1M7 der IgM^onsamt* Deatolb.waden die* Primer DNA- 

Fragn^an^lifeiereBvpam^ 

2. Rflcbnrwaiuih^ 
DasfefeendeOligonwIeotid: 

PUgo-V 5' <TG ACQ ACT CTO TAT OGG CCC (C1)A(CG) T(CO) (CT, (CO)AO 
(AO)T(CO)C^AO)CTt<n)OTO(CO)A(AO)TC(OT)(k3(GT).3' 

wird mrneakd an deaafcrierte, PCRwanpa^ IgM y^quenaa. Oligo- V umfaOt ein 
30 Nuclei degenerit^ 

folgcnde Oligonucleotid: 



OHgOrM" 5' GGG CTC GAG OCT GOT TTC TCT CAC TGT GTG T(CGT)T 
(ACG1^AG)(^ACAGTAATACA(^ 

OHgDr'd" umfaQt dne 30 Nucleotide lange nicht-degenerierte Sequenz, die eine Xhol-Stelle 
und einen Teil der V mit D J-Rdajmbinfltioiia-Scqucia umfeBt gcfolgt von etnqr 21 Nucleo- 
tide lnngm dcgenCTicrtcn Scquc^ 

ben Anunosfiurcn in der Gerflstregion 3 (ftamewoik 3) drd vieler humaner variabler Gen- 
segmente codierien. Das anriealte Oligomicleotid wrd darni vetitagert rait DN A-Polymenw 
und das Produkt getrenot von nicht verwendetem Primer durth GrftiJeirfraktionienmg. Ein- 
zelneRmrienDNA^Titbesege^ 

Sequenz-Iniegritfli einzelner variabler Gen-Fragmente zu sicheriL Das Produkt der 01igo- n d"- 
Primer-VerlHngenmg wird amplifiziert dutch PCR nut fblgenden zwd Oligonucleotiden als 
Primers 

Oligo-V 5 1 - CTG ACQ ACT CTG TAT OGC GCC - 3' 
Oligo-T 5* - GGG CTC GAG GCT GOT TTC TCT - 3* 

Das resultterende 0,36 kb PCR-Produkt wird aufgercinigt durch Gelelektrophorese und vcr- 
daut mit den Restriktionsenzymen KasI und XhoL Verdaa-Produkte werden dann Idoniert in 
KasI/XhoI-vwdautcn pVHf zur Bildung einer Bibiiothek von exprimierten variablen Gense- 
quenzen in Kcimbahn-Konfigurationen. Ligation in die Kasl-Steile von pVHf erzeugt wieder 
die Splice-Akzeptor-Stelle am fP-Ende dea zweiten Exons, wfiiuend die Ligation in die Xhol- 
Stelle wieder das Ridoombinationssignal am 3'-Ende des variable Gensegments erzeugt. 
Alternative Versionen degeflerierter Oligonucleotide V und "d" werden verwendet zum 
AmpUfLrieren unterecbiedlicher Populationen von variablen Genen und eizeugen Keimbahn- 
Konfigurations-Bibliotbcken, die dtese unterschiedlichen Populationen reprflsenderen 
(Genbank; Los Alamos, NN). 
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Die gesamte BtbUothek von synthetic Xetatal^Konfig^ V.rGenen wild zusam- 
. inen bocfagezogen und HasnM-DNA wird feoliaiDas HasmW pVHf mittfeer Kopie-Zahl, 
daa «fa« sunim Tma^^ twischen don Ampi tWaXuhtmism und der 

P^^Atapahente^ 

iApsphatase wnd vor dem Notf-Verdaa artfefm, » daB mir die SO-Endea depbosphoiyUert 
werdea Dfc >wdaite DNA wirf dam getnamt W Vcktorsequcnzcn durch Agarosegeleiek- 
trophoresc und ligiert mh den folprndm OHgnmirWtiffl. . ' 



Oligo-"^ 5' - GGC CTA ACTQAO CGTCCCATATTOAaAACCTCC.3' 
15 6ligo-"h" 5' - GGTTCTCAA TAT OGG ACQ CTC AGT TA - 3' 

Oligo-V wild KniaW«h8jidelt, wobd Oligo-V nicht^Ao^ zurOckbleibt Die 
Ligatioqaea^^ 

den, so daB alle V-Oenfiagn^^ofl-Eiiden ligiert werien mit OBgoimcleotiden und nicht 
mit andena Y^on-Fiagineiiten, Da die Sfil-Endm meat Bdbst-kompatibel sind, weiden 
aid. die y^goiente fader gjeic^ 
ist durch efae dn^ d^onnde^ 

.GiofleKDnfatt^we^ 
25 AgarosegdeiL Dk Ortifr^^ 

Manse^o-Pronuclei zusaramen ^B*C*i*fafa DNA-Fragmenten (wie die 

Alteinaliv werdeh die Kmkaleo^ 



loo • • 



Laboratory Manual, 1 988 r Cold Spring Harbor Laboratory, Now York),' Einzelne Hybridoma, 
die humane Airtikflrper sezemicren, die apezifisch B-Zell-Urrtergrappen erkennen, werden 
ausgewfihlt 



5 B. Tnmagepe Mftuaft. dift humane T-7i>1UP#^tniTtf>qnen?gh eyprirniftren 

DNA-Fragmente, die intakte und vollstflndig rearrangierte humane T-Zeil-Rezeptor (TCR) a- 
und ft-Qcne enthaltcn, werden koirtflziert in Mauscm r^o-Pronuclci zur Bildung tnrasgener 
^ Tierc. Transgcae Here werden untersucbt dutch FACS-Analyse atff die Expression von bei- 
10 . den Transgenen auf der OfaerBftche ihrer T-Zdlea Here werden ausgewfihlt, die nur nicdrige 
MengCT humane? 

. Expression gcrirjger Meogen tat erfbrderlich zum Erfaalten immunotogisGher Toleranz und 
Expression grofler Mengen wird das tierische Immunsystem sttircn und stflrt die Fflhigjceit, 
eine Immunantwort aufeubauen, die erfbrderlich ist fttr die Enseugung monoklonaler Anti- 

15 kfirper. Weil exakte Oewebe- oder Zelltyp-spezifische Expression nicht erforderiich ist zum 
Erhalten immunologiscber Toleranz, werden alternativ TCR a- und p-Ketfe cDNA-Klone 
inseriert in Transgen-Expressions-Kassctten (T* Choi et aL, 1991, Mol. Cell. BioL, 1 1, 3070- 
3074) unto- der Kontrolle v<m hficht-TCR-TrBriskripdor^ TCR a- und p-Kette 
cDNA-Transgen-Konstrukte warden koiryiziert in Mfiusembryo-Pronuclei zur Bildung von 

20 transgenen Tierecu Ektopische Expression der TCR-Ketten wird nicht zur Zelloberfl&cben- 
Expression fflhrcn, da der TCR em Multi-Kettenkomplex ist (R Clevera et aL, 1988, Ann. 
Itev. Immunol., 6, 

die Antigen-Prflsentation (Townsend et al M 1986, Nature, 324, 575-577) und die Toleranzin- 
duktion. 

25 . • ' 

T-ZeU4tezeptor a- urid p^tette 

bulin-exprimierenden transgenen Mfiuseh 2ur Bildung von Mfiusen, die ntttztich sind zum; 
Erzeugen von jmTnniwn monoklonalen Anfikftrpern, die spezifische Untergruppen von huma- 
nen T-ZcBen ericenncn. Solche Mflnse werden imrrmniaiert mit T-Zell-abgelcitetcn Protcincn 
30 . isoliert aus einem gesunden Spender oder einem Patietrten mit einer T-Zell-Malignitfit, die 
einen einzigen TCR-Typ cxprimieren. Monoklonale Anrjk5rper-sezernierende Hybridoma 
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et at, 1990, Technique 2, 65-71. Plasmid pYACNN wird hcrptdit durch Vwdau von . 
p Y ACneo (Qontech) mit EooRI und Ligation in Qcgenwart des Oligonucleotids S' - AAT 
TOCOOCCOCO^ 

5 VA&Klcw^ 
fec.Nad. Ac^ 

. kularer Hefo-DNA durch Wcchsclfeldgelelcktropkmac gemfifl KL Finney, supra. Die DKA 
wird kondenaicit durch Zusatz von 1 mM Spermin und mikroiiy iaert drrekt in den Kern von 
einzelligen Embryos wic vorstehend beschricben. Alternati v wird die DNA isoliert dutch 
10 Wecfasetfeldgeldelttt^ und eingefDhrt in ES^Zellen durch lipofektion (Onirke et al. f 
0 1991/EMBO J., 10, 1629-4634) oder der YAC wild eingefflhrt in ES-£elien durch Sphfiro- 

plasten-Fusion, 

BfflSPiEL20 

DiskontinUierllches gertomische schwere Krtte Ty-Tmtwgm 

Ein 85 kb Spel-Fragment tammergenomiscberDNA mit V^D-Scgmenten, J-Segmenten, 
der |i-konstantea Region und einem fell der f-konstanten Region (vgL Fig. 4) ist isoliert 

20 wonlen durch YA&Klori 
^ einem Fragment aus der Keimbahr>variable Region, wie efe 

aufwSrts von dem vorstehend beschriebenen 670 bis 830 kb Nod-Fragment mit mehrikchen 
Kopicn van V, bis V 5 wird isoliert gem&fi Herman et al. (Berman et aL, 1988, supra, wies 
zwei 570 kb Nod-Fxagmepte n^ 

25 Fragmente werden koinjiztert in den Kern eines einzelligen Mausembryos wie besehrieben in 
Beispiell. 

Typischerwmse f&hrt die Koinjektion von zwm untetschiedlichen DNA-Fragmente zur Inte- 
gration beider Fragmente in die gleiche Insertionsstelle im Chromosom. Deshalb werden 
30 ungeffihr 50% der resultierenden transgenen Tiere, die mindestens eine Kopie jedes der bei- 
den Fragmente euthalten, das V-Segment Fragment stromaurwarts von dem konstante Region . 
enthaltenden Fragment inseriert haben. Von diesen Tieren werden etwa 50% das V mit DJ- 



Vcxhmden dnrcb DNA-Wion dmchftbta ^ etwa 50% dutch Deletion abnfingig voa 
One^to^ Spel-ftagments. 
DNA ^ faoiierteua den*^^ ^ 

(b«»d« diejenigen Tine ^ ^ mdnlkhen. bnnanen V^egmenten ab inch huma, 
»en to^ote Region QenenVwaden gmflfl Sfimfl^dve^ getestet auf fine Hhigkelt 
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Zwd YAOb n* dner toH^ Re^ wenten to Hefb dmchinejotische Rekombina- 
. *on vobundengen^ 1990, Pioc. Natl. Acad. Sd. USA; 87, 9913-9917 

zumHe^ekesdnzdnen,^ 

b«den YACs iwrfen aneinandenjddht (abgned) unte M^Mgms der Anne, so daB 
der votandene YAC dnen centonem VekWnnd dnen md^nKKn Vektonnm 

stellen an den Enden des Inserts. Wenn das Insert nicht ein emziges I^onsnagme* 
^enagea^^ 

:Hefe gentffl Guthrie und Fink, svpra, znn, VeAinden von YAOs mit dcht-benachbarten 
Sequenzra, a^ llba^ ^ ^ Qbe^appang fclgcadennaDen et^ugt Die 
tenninateRegte.de, S-.YACunddie^ 

vitro ye*unden mEwndna VeAinduogsft^ Und *iede*u^ in einen 
oder be.de YACa dmch honiologe Rekondnnatm (Ouflme und Rn, Die beiden 
YAta warden aodann .ndptiaoh tdandddeit gdnfifi Sflvennan et at, a^-Der vobu* 
dene YAC wird dngeffihrt in MBuse, z3. wiefaBdspiel 1. 
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Qenomlschw r-ieiVJ.te fcvw» Tg .1^n«y^ - 

Bine Karto dei famnanen K-leichte Kette 1st beachricben.worfen^v^ 
NncL Acid; Res: 15, 9667-5577 und ist in Fig. il gezeigt Em 450 kb TfUL bis Notl-Frag- 
ment, das um&flt alle Ck, den 3'-Enhanccr, aQe J-Scgmcnte and mindestens 5 unterechied- 
lh^ V^egmente (a) odeV dn 750 Idj ^ 

and zusfltzllch mindestcns 20 wetere V-Segmente (b), wild isoliert und wie in Boispiel 1 
bescbrieben in Zygoten oder ES-ZeUcncingefthrL 



,10 
4^ 



20 



25 



QsnoTnischcfi y-lcichtp Kntn Hnmm-fr-Tnm*mi grfriMet ^ *. ^ h^mnp , ^ ^n,^- 
15 natiQD 

Das 750 kb Mlul- bis Notl-Fragmcnt wild vetdaut' mit BssHII zum Herstcllen cities Frag- 
ments von etwa 400 kb (c). Das 450 kb Xhol- bis Npfl-Fragment (a) zusBtzfa'ch zo dcra unge- 
ftbr 400 kb Mlul bis BssHn-Fmgment (c) haben Scqucnztlbcriappung definiert durch die 
BssHII und ^I-Resbikfionsstenen dargestellt in Fig. 11. Homologe Rekombination dieser 
bdden Fiagmentenacb Mikroinjektion in due Mauszygote fflhrt zn einem Transgen mit min- 
destens 15 bis 20 writer* V-Segmenlen gegenflber den fan 450 kb XhoiyNotr-Fragment ge- 
fimdenen (Beispiel 22). 



BEISMRI'M 



Idcntifirimmir vtm fimktinnrll mammiriertm vii.H. B^ g^. ^ , in ^.^ n R _ 



30 



Eia interessierendes Antigen wild verwendet zum Immuniaicren (vgL Harlow und Lane, 
Antibodies: A Laboratory Manual, (^Spring Harbor. New York, 1988) einer Maus mit den 
folgenden gsnetischen Eigenschaften: homozygot am endogenen schwere Kette-Locus fur 
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ren von zwei DNA-Fragmentoa im 2-10 iw^ ^ ^ 
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eta].; 1989, Proc. NqU. 



Acad. ScL USA, 84, 5454-5458. 
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patentansprOche 

una awg m ^ ?m*mniqmm mm**** ^ ^ . .. 

det «H das efa tomans «W, K^^l, * «»»g«tes Gen g*u. 
hananegminia^aa^^ * an3rant 6n Region und cine 



4. V erwcndung eines Tiers crhflTtlich dutch tin Verfthren nach Anspruch 3 zur Her- 
. stelluxig von B-Zeilen, die gmnma-Immunglobuliii produzieren, wobci das Iraimmglo- 

5. VcrfiitaenOT 

des gamma-Immunglobulin mit einer humanen sch wcren Kette heistoilen, umfessend in 
Konta^ eines Tiers crhlhlich durch ein Veifihren nach Anspruch 3 mit dem : 
Antigen und Screening auf B-Z^enaus dem Tier, die ^ 

6. B-Zdleneriififfi^ 

7. Hyhridom ethMtlich durch ImmoTtofisieren van B-ZeDen nach Anspruch 6 

i. Hyhridom eABlto dureh Fu^ 
Myelora-Zelle. 

9. Vcrwendung von B-Zellen nach Anspnich 6 zura Herstclien eines Hyhridoms 
oder des entsprccbenden monoklonalen Antikfiipera. 

10. VofehrenzumHerste^^ 

vieren eines Hybridoms nach Anspnich 7 oder8. 

11. Vetfahren zur Herstellimg eines anein ausgewShltes Antigen bindendes gamma- 
Immunglolndins imt humancr schwoer Ketfe umftssend 

Hers erhfihlich durdi cin Verfihien nach AnspruA 3 nut dem Antigen und das Erhalten 
des ganuna-Immunglobulins aus dem Tier, 
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